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Abreviaturas y definiciones

A lo largo de esta tesis se han utilizado las siguientes abreviaturas y definiciones:

MIP Manejo Integrado de Plagas

SAG Servicio Agricola y Ganadero
LEQ Laboratorio de Ecologia Quimica
CG-DM Cromatografo de Gases acoplado a un Detector de Masas
IK Indices de Kovats

MSU Michigan State University

EAG Electroantenografia

IPO Indice de Preferencia Olfatométrica
°C Grados Celsius

h hora

ha hectarea

mL mililitro

m metro

min minuto

mm milimetro

pum micrémetro

ug microgramo

pL microlitro

eV Electron volts

mV milivolts

ng nanogramo

cm centimetro

Km kiléometro

Fig Figura

mg Miligramo



P Probabilidad

n Numero de repeticiones
EE Error Estandar

log Logaritmo

ppm Partes por millon

Elicitar: adaptacion del verbo inglés “to elicit”, que aparece en textos de sicologia conductual y
se relaciona a los verbos espafoles provocar, suscitar u obtener, segun sea el caso. Actualmente
su uso es aceptado en revistas cientificas tales como Environmental Entomology y Journal of
Chemical Ecology, para referirse a efectos sobre la conducta de un insecto producido por uno o
varios estimulos quimicos.

En la presente tesis doctoral, se utilizara este término para describir una respuesta conductual

“provocada” por extractos y/o compuestos quimicos.



1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el rol de los compuestos volatiles en la relacion
entre el arandano (Vaccinium corymbosum) y el cabrito del frambueso (Aegorhinus
superciliosus), el cual es considerado como la principal plaga de este berrie en el sur de Chile. Se
colectaron volatiles desde la parte aérea del ardndano, en diferentes estados fenologicos
utilizando como matriz adsorbente Porapak Q. Estos volatiles fueron analizados en un
cromatdgrafo de gases acoplado a un detector de masas (CG-DM). Se identificaron varios grupos
quimicos, incluyendo voldtiles de hojas verdes, compuestos carbonilicos, compuestos
carboxilicos, terpenos y alcanos. La respuesta olfatométrica de A. superciliosus hacia diferentes
fuentes de olores fue estudiada en un olfatdmetro de cuatro brazos, siendo los estados fenoldgicos
de cuaja de fruto y pinta los que elicitaron la mayor respuesta conductual en los gorgojos. Cinco
compuestos, 2-nonanona, eucaliptol, limoneno (R y S) y 4-etilbenzaldehido, produjeron una
respuesta conductual de atraccion hacia A. superciliosus. Sin embargo, solo con eucaliptol se
obtuvo respuesta diferencial entre hembras y machos. Posteriormente, ensayos de EAG
confirmaron la conducta biologica del insecto hacia estos compuestos. En ensayos de campo, no
hubo diferencias significativas en la captura de A. superciliosus. Los resultados de esta
investigacion sugieren que la conducta de localizacion del hospedero de A. superciliosus es
mediada en parte por volatiles liberados por el arandano. En este trabajo se han identificado una
serie de compuestos con los cuales es posible desarrollar un cebo (trampa + atrayente) para

controlar una de las principales plagas de arandano en el sur de Chile.

Palabras clave: Aegorhinus superciliosus, Curculionidae, Vaccinium corymbosum, volatiles,

conducta, atrayentes, EAG, ensayos de campo.



2. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the role of host volatiles in the relationship
between Vaccinium corymbosum L. and Aegorhinus superciliosus (Guérin), the principal pest of
blueberry in the south of Chile. Volatiles from the aerial part of different phenological stages of
the host were collected on Porapak Q and analyzed by coupled gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). Several chemical groups were identified including green leaf volatiles,
aromatic compounds and terpenes. The olfactometric responses of A. superciliosus towards
different odor sources were studied in a four-arm olfactometer. Blueberry shoots at the
phenological stages of fruit set and blue-pink elicited the greatest behavioral responses from
weevils. Five compounds (2-nonanone, eucalyptol, R- and S- limonene and 4-ethylbenzaldehyde)
elicited an attractant behavioral response from A. superciliosus. However, only with eucalyptol
was obtained differential response between females and males Subsequently, EAG tests
confirmed the biological activity of insect toward these compounds. In field test, no significant
differences in the capture of A. superciliosus. The results suggest the host location behavior of A.
superciliosus is mediated in part by volatiles derived from V. corymbosum. This work has
identified a number of compounds with which it is possible to develop a lure for control the

principal pest of blueberry in southern Chile.

Key Words: Aegorhinus superciliosus, Curculionidae, Vaccinium corymbosum, volatiles,

behavior, attractant, EAG, field assays.



3. INTRODUCCION

3.1 Antecedentes generales.

Los arboles frutales como cultivos han experimentado un fuerte desarrollo en las ultimas
décadas en nuestro pais. Este desarrollo se ha expresado tanto en un incremento en el area
cultivada (ODEPA 2005), como en la diversidad de las areas geograficas en las cuales estos
cultivos se estan realizando. Esta situacion ha permitido que numerosas especies de insectos,
tanto nativas como introducidas, hayan colonizado estos frutales, constituyéndose algunas de
ellas en plagas de importancia tanto agricola (Carrillo 1993).

Chile se ha convertido en el mayor exportador de fruta hacia los paises del hemisferio norte,
debido a las buenas condiciones climaticas que permiten el buen cultivo de estas especies y al
hecho que la cosecha se lleve a cabo mientras es invierno en el hemisferio norte, cuando no hay
fruta fresca en los mercados de USA y Europa (Muiioz et al. 1989).

Al ser los frutales cultivos permanentes, como es el caso del arandano, se origina un habitat
favorable para diferentes especies de insectos, especialmente nativos que antes tenian como
unicos hospederos arboles y plantas nativas. Ellos pueden alimentarse y remover partes de una
planta o interferir con el desarrollo de otros drganos de esa planta, tal como ocurre con algunos
gorgojos que atacan diferentes berries afectando con esta accion su desarrollo (Himelrick &
Galletta 1990). Este es el caso de Aegorhinus superciliosus también conocido como cabrito del
frambueso (CF) (Coleoptera: Curculionidae), insecto nativo del cono sur de América (Chile y
Argentina), cuya larva posee poderosas mandibulas con las cuales corta y tritura las raices y
raicillas de la planta, horadando finalmente la raiz principal cerca del cuello donde construye una
camara para pupar. Toda esta actividad larvaria provoca un detrimento en la planta, que puede
derivar en su muerte (Aguilera 1988 y 1995, Carrillo 1993, Elgueta 1993, Kuschel 1951).
Durante el estado adulto, A. superciliosus es un activo consumidor de hojas y frutos (Carrillo
1993, Aguilera 1995). Tanto el control quimico como bioldgico no han sido exitosos en el control
de esta plaga. Debido a problemas asociados con el uso de insecticidas sintéticos, incluyendo
degradacion ambiental, desarrollo de resistencia, y residuos quimicos en el producto en
poscosecha, es que existe un interés mundial en el uso de métodos alternativos de control de

plagas, que sean amigables con el ambiente.



Como estrategia de control de plagas se puede utilizar el comportamiento instintivo de los
propios insectos para la manipulacion y regulacion de sus poblaciones (Metcalf & Luckmann
1982, Cox 2004). De hecho, como alternativa a la utilizacion de insecticidas sintéticos se han
desarrollado productos constituidos por microorganismos entomopatdgenos, sustancias
semioquimicas y otras alternativas de manejo de plagas. Estos productos corresponden a
insecticidas llamados de tercera generacion (Baptista 2003, Fuentes 2003). Las sustancias
semioquimicas, insertas dentro del método de control etoldgico de plagas, se utilizan como una
forma indirecta de manejar a los insectos plaga al atraer a los depredadores naturales de éstos o al
actuar en forma de atrayente ¢ repelente (Tooker et al. 2002). Los atrayentes causan repuestas no
necesariamente especificas en individuos de ambos sexos, de una o diferentes especies (Romero-
Lopez et al. 2005). Su empleo en el control de las plagas de insectos es preciso, especifico y
ecoldgicamente correcto (Metcalf & Luckmann 1982). En sentido general, los “atrayentes™ de
insectos (feromonas sexuales, de agregacion y kairomonas) se utilizan de tres formas principales
para el control de insectos: 1) en la deteccion o vigilancia constante de las poblaciones de
insectos dafinos, 2) en la atraccion de insectos para su destruccion en trampas envenenadas y 3)
para confundir a los insectos y distraerlos en sus actividades normales de apareamiento,
congregacion, alimentacion u oviposicion (Metcalf & Luckmann 1982). Kairomonas de plantas
se han usado como sefuelos en trampas para atraer insectos, con el fin de monitorear sus
poblaciones o se han utilizado como cebos para su control (Metcalf & Metcalf 1992).

Sin embargo, para implementar este método de control, se requieren estudios que
proporcionen una comprension mas acabada de la interaccion insecto-planta entre A.
superciliosus y su hospedero V. corymbosum. Las sustancias semioquimicas con actividad
atrayente, que se logren identificar podrian conducir, en el futuro, al desarrollo de un método de
control etoldgico contra A. superciliosus, inserto dentro de las estrategias de Manejo Integrado de

Plagas (MIP).



3.2 Hipotesis:

“La aceptacion por parte de Aegorhinus superciliosus de Vaccinium corymbosum (arandano)
como planta hospedera esta mediada por compuestos del tipo kairomona y esta interaccion es

dependiente del estado fenologico de la planta™.

3.3 Objetivo General:

“Identificar compuestos del tipo kairomona que median la aceptacion por parte de A.

superciliosus, de plantas de arandano, a diferentes estados fenologicos de su hospedero”.

3.4 Objetivos Especificos:

i. Determinar la conducta olfatométrica de A. superciliosus, hacia el conjunto de volatiles
emitidos por el arandano, a diferentes estados fenologicos.

ii. Caracterizar la composicion quimica de los extractos de volatiles correspondiente a diferentes
estados fenologicos del arandano.

iii. Relacionar las respuestas olfatométricas y los respectivos andlisis quimicos de los volatiles
emitidos por el arandano.

iv. Determinar la respuesta electrofisiologica de A. superciliosus frente a compuestos activos
puros y sus mezclas.

v. Evaluar en campo, la efectividad de los compuestos activos como kairomonas, en una

temporada



4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 Aegorhinus superciliosus: Antecedentes generales.

Los Aterpini americanos (Coleoptera: Curculionidae), se han clasificado generalmente en
tres géneros: Aegorhinus Erichson, Alastoropolus Kuschel y Micropolus Kuschel (Kuschel 1952,
Morrone & Roig-Juiient 1999). Dentro de esta tribu, Aegorhinus es el género mas diversificado,
con 24 especies (Kuschel 1951, 1952, 1955, Cekalovic 1970, Elgueta 1974, 2000), el cual se
caracteriza por tener especies de diferentes formas, recibiendo los adultos nombres tales como
caballitos, cabritos y otros (Pefia 1986).

Segun Aguilera (1992), la especie Aegorhinus superciliosus (Guérin) (Fig. 1) puede ser
denominada como falso gusano de la frambuesa, marinerito de la frambuesa, burrito de la
frambuesa o cabrito del frambueso. De acuerdo al nombre genérico, la denominacion vulgar mas
adecuada que se propone es “cabrito de la frambuesa” (Aego: cabro; rhinus: nariz). Con respecto
al nombre cientifico, Kuschel (1951), sefiala que desde su descripcion original han surgido otras,
dando una sinonimia de 30 nombres. Segun Elgueta (1993), A. superciliosus presenta una gran
variedad morfologica y por no existir barreras geograficas que delimiten la distribucion de ellas,
las subespecies reconocidas por Kuschel (1951) y las citadas por Prado (1991) deben ser

consideradas como morfos.

4.2 Distribucion geografica.

A. superciliosus se encuentra distribuido en el cono sur de América. En Chile se ubica
entre la Region del Bio-Bio hasta la Region de Los Lagos (Elgueta 1993). Sin embargo, otros
autores discrepan sobre su distribucion debido a que se refieren a otras razas de A. superciliosus
(Aguilera 1988, Artigas 1994, Arias 2000). En Argentina, es citado para la provincia de Neuquén
(Aguilera 1995).

4.3 Descripcion morfolégica.

La descripcion morfologica de los diferentes estados de A. superciliosus se basa
principalmente en lo informado por Kuschel (1951) y a los aportes realizados por Reyes (1993) y
Pérez (1994).



4.3.1 Descripcion del estado de huevo. Segin Reyes (1993), los huevos de A. superciliosus
(Fig. 2A) se caracterizan por ser de forma ovoide, color amarillo péalido y no presentar
ornamentacion alguna, tal como sucede con la mayoria de los huevos del orden Coleoptera
(Britton 1970). Estos huevos son ovipuestos en forma individual y cubiertos por un material
viscoso producido por la hembra (Carrillo et al. 2002) a la vez son de consistencia blanda y de
extrema fragilidad (Reyes 1993). El tamafio de los huevos de A. superciliosus es pequefio, con un
didmetro ecuatorial promedio de 1,23 + 0,098 mm y un diametro polar promedio de 1,55 + 0,103

mm (Reyes 1993).

4.3.2 Descripcion del estado de larva. Reyes (1993), indica que ésta es apoda, de color blanco
amarillento, cuya cabeza esta en posicion hipognata, libre, esclerosada y no posee ocelos, pero si
unas poderosas mandibulas con las cuales corta y tritura las raicillas y raices de su hospedero
(Aguilera 1995) (Fig. 2B). Presenta tres segmentos toraxicos y nueve segmentos abdominales, los
que con excepcion del noveno poseen un par de espiraculos distribuidos en linea curva a cada
lado del abdomen. La larva recién emergida del huevo mide aproximadamente 1,5 mm y la
plenamente desarrollada alrededor de 2 cm, tamafio que alcanza a través de sucesivos cambios de
muda (Aguilera 1988). Aguilera & Rebolledo (2001), determinaron que la larva de A.
superciliosus, en condiciones de laboratorio, se desarrolla a través de 14 estadios, en un periodo

variable entre 313 y 487 dias, con promedio de 435,01 + 15,23 dias.

4.3.3 Descripcion del estado de pupa. Pérez (1994), informa que las pupas de esta especie son
robustas, de color blanco crema y se encuentran enterradas en el suelo, en celdillas que construye
la larva al completar su desarrollo al interior de las raices (Fig. 2C y D). El cuerpo se encuentra
provisto de setas robustas de color café oscuras, cortas, con forma de aguja y montadas en
tubérculos. En investigaciones realizadas por este mismo autor, se determind que estas pupas

alcanzan un largo de 15,25 + 0,07 mm y un ancho maximo de 7,73 + 0,46 mm.

4.3.4 Descripcion del estado adulto. Tanto las hembras como los machos alcanzan entre 15 a 20
mm de longitud (Aguilera 1988, Cisternas et al. 2000), con cuerpo alongado y de lados
subparalelos (Marvaldi & Lanteri 2005) (Fig. 2E y F). La cabeza con antenas de diez segmentos

(Fig. 3) y ojos finamente facetados. El rostrum se dirige hacia abajo y no hacia a delante, como



en otros curculionidos. El téorax mas largo que ancho con escamas blancas esparcidas en la
superficie. Los élitros presentan siete bandas o filamentos blancos transversales a su largo, en
algunos ejemplares mas notorios que otros (Aguilera 1988, Cisternas et al. 2000). El dorso del
cuerpo es de color gris obscuro a negro, rugoso y esclerotizado. Sus patas son tan largas como la
mitad del largo del cuerpo, destacandose en ellas notoriamente los tarsos, con una formula tarsal
aparente 4-4-4, con el ultimo tarsito alargado provisto de dos ufias terminales (Aguilera 1988).
Esta especie presenta algunos caracteres que permite diferenciar machos de hembras.
Kuschel (1951) sefiala que el macho es de tamafio menor y mas angosto que la hembra. Las tibias
delanteras se presentan casi siempre mas arqueadas en los machos que en las hembras. Al
respecto, Reyes (1993) sefiala que el fémur del tercer par de patas sobrepasa la sutura posterior
del cuarto esternito en los machos, mientras que en las hembras alcanza el cuarto esternito, pero

no sobrepasa la sutura.

Figura 1. Aegorhinus superciliosus (Guérin) (Coleoptera: Curculionidae).



Figura 2. Diferentes estados de desarrollo de A. superciliosus: A) Huevo, B) Larvas, C) y D)
Pupas, E) y F) Adultos.



Figura 3. Vista frontal de las antenas de A. superciliosus obtenida mediante la técnica de
microscopia electronica de barrido: A) hembra, B) macho. Flechas verdes y rojas indican zona de
conexion del electrodo indiferente y registrador respectivamente, en ensayos de

Electroantenografia.

10



4.4 Ontogenia y Etologia de A. superciliosus.

4.4.1 Ciclo vital. Segin Aguilera (1988), la primera aproximacion al ciclo vital de A.
superciliosus, observado en la Region de La Araucania, durante las temporadas 1986 y 1987,
indica que este insecto presenta al menos una generaciéon anual, pasando el invierno
preferentemente en estado larvario, aunque se han encontrado adultos vivos entre terrones de
suelo durante julio, lo que indica que también pueden invernar en dicho estado. Sin embargo,
cabe sefialar que la larva se encuentra activa durante todo su desarrollo. Pese a contar con estos
antecedentes, Elgueta (1993) indica que el ciclo es desconocido, encontrandose los adultos entre
octubre a junio. Esto es coincidente con lo sefialado por Carrillo (1993), quien afirma que los
adultos emergen generalmente en noviembre y diciembre, siendo su vida como adulto de

aproximadamente seis meses y caracterizdndose por ser altamente fecundos.

4.4.2 Hospederos. Hacia los afios 50, esta especie fue citada por Kuschel (1951) atacando
diversos arboles frutales, donde estos insectos suben durante el dia hacia la fronda para
alimentarse del follaje tierno y bajan hacia la parte basal al atardecer, permaneciendo en ese
sector. El desarrollo larval de esta especie se efectia a nivel de cuello y al interior de raices de las
plantas hospederas, ya sean nativas o introducidas (Kuschel 1951, 1952, Elgueta & Arriagada
1989, Elgueta 1993, 2000). Segiin Parra et al. (2009b), los hospederos de este curculionido
abarcarian una gran variedad de familia botanicas, las cuales se muestran en Tabla 1. A.
superciliosus también ha sido citado como elemento habitual de la selva valdiviana junto a A.

nodipennis (Hope) (Solervicens & Elgueta 1994).
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Tabla 1. Lista de hospederos de A. superciliosus.

Nombre Nombre cientifico Familia Referencia
vulgar
Nativos
Chilea Baccharis racemosa (R. et. P)D.C. _ Asteraceae _ Morrone & Roig-Juient 1999,
Canelo Drimys winteri J. R. et Forster Winteraceae Ku~schel 1951, Morrone & Roig-
~ Jufient 1999. 7
Coigiie Nothofagus dombeyi (Mirb.) Nothofagaceae g‘g&s 2000, Klein & Waterhouse
o . Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Maitén Maytenus boaria Mol. Celastraceae 1989, Arias 2000, Sandoval 2007.
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Zarzaparrilla  Ribes nigrum L., Ribes rubrum L. Saxifragaceae 1989, Aguilera 1990, Prado 1991,
...................... Carrillo 1993, Elgueta 1993.
Introducidos
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Arandano Vaccinium corymbosum L. Ericaceae 1989, Aguilera 1990, Prado 1991,
~ Carrillo 1993, Elgueta 1993. 7
Avellano Aguilera 1988, 1995, Guerrero &
europeo Corylus avellana L. Betulacea 7 Aguilera 1989, Grau et al. 2001. 7
Ciruelo Prunus salicina Lindl. Rosaceae lf;;elra 1905, Kuschel 1951, Prado
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Frambueso Rubus idaeus L. Rosaceae 1989, Aguilera 1990, 1994, Prado
1991, Carrillo 1993, Elgueta 1993.
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Frutilla Fragaria ananassa Duch Rosaceae 1989, Aguilera 1990, Prado 1991,
- Carrillo 1993, Elgueta 1993. 7
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Grosellero Ribes grossularia Saxifragaceac 1989, Aguilera 1990, Prado 1991,
_____________________________________________ Carrillo 1993, Elgueta 1993.
Kuschel 1951, Prado 1991, Guerrero
Manzano Malus domestica Borkh Rosaceae 1992, Elgueta 1993, Klein &
_____________________________________________ Waterhouse 2000.
Membrillo Cydonia oblonga Miller Rosaceae Kuschel 1951. =
Aguilera 1988, Guerrero & Aguilera
Mora Rubus constrictus Muell. et Lef. Rosaceae 1989, Aguilera 1990, Prado 1991,
~ Carrillo 1993, Elgueta 1993. 7
. . Kuschel 1951, Morrone & Roig-
Romaza Rumex crispus L. Poligonaceae  Jufient 1999,
Sauce Salix viminalis L. Salicaceae Aguilera 1988, Elgueta 1993.
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4.4.2.1 Vaccinium corymbosum L. Los arandanos constituyen un grupo de especies nativas
principalmente del hemisferio norte, que pertenecen al género Vaccinium (Ericaceae) y que
constituyen aproximadamente 200 especies (Morazzoni & Bombardelli 1996). Representan
una de las especies frutales de mas reciente domesticacion, ya que los programas formales de
mejoramiento genético se inician solo a partir del presente siglo (Munoz 1988). El arandano
fue introducido con fines de investigacion a Chile por el Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA) a partir de 1979 hasta 1984 (Torres & Jerez 1992). De las mas de 30
especies que constituyen este género, solo un pequefio grupo de ellas tienen importancia
comercial (Mufioz 1988), siendo cultivados en nuestro pais los arbustos altos (Vaccinium
corymbosum) que se caracterizan por ser deciduos o siempre verdes (Sudzuki 2002). Las
plantas alcanzan sobre 1,6 m de altura, presentan hojas alternas de pedunculos corto, con
bordes enteros o aserrados; las flores son axilares o terminales, en racimos de color blanco, y
los frutos son bayas esféricas de color azul de distinta intensidad y tamafo dependiendo del
cultivar (Godoy 1986). El fruto posee sabor agridulce, es jugoso, aromatico, con numerosas
propiedades alimenticias y medicinales como son su eficaz control sobre el colesterol, debido
a la presencia del antioxidante pterostilbeno (Hetz et al. 2004), propiedades anticancerigenas,
prevencion de infecciones urinarias y disminucion del contenido de azucar en la sangre
(Bomser et al. 1996). Esta especie es un frutal que comienza a producir el tercer o cuarto afio

de vida y alcanza su plena produccion al séptimo u octavo afio (Godoy 1986).

4.4.2.2 Fitoquimica del género Vaccinium. El género Vaccinium ha sido estudiado en sus
componentes quimicos principalmente por sus beneficios en la salud humana. Los alimentos
formulados a partir de esta especie frutal contienen gran cantidad de antioxidantes y otros
productos naturales. El alto contenido de antocianinas en el género ha sido reportado en
varios trabajos, incluyendo los siguientes: Kalt & Dufour 1997, Bohm 1998, Madhavi et al.
1998, Prior et al. 1998, Harborne & Williams 2000, Skrede et al. 2000, Wu et al. 2004.

Actualmente las investigaciones sobre la fitoquimica de este género (Potter et al.
2007), se orientan al estudio de variaciones de fenoles totales, antocianinas y actividad
antioxidante y sus posibles modificaciones en derivados alimenticios pasteurizados.

En relacion a compuestos terpenoides y volatiles, Sheth et al. (1968), al estudiar las
raices de Vaccinium membranaceum (Dougl.) determindé que los principales compuestos
triterpenicos presentes corresponden a taraxerol, taraxerona, f-sitosterol y friedel-3-eno,
siendo este ultimo compuesto reportado por primera vez para la familia Ericaceae. Por su

parte, Croteau & Fagerson (1971) identificaron aproximadamente 13 sustancias volatiles
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presentes en la cuticula cerosa de la especie Vaccinium macrocarpon var. Howes, los que
corresponden principalmente a a-terpineol, dcido benzoico y benzoato de bencilo. Estos
autores sugieren que la presencia de estos compuestos quimicos, estaria relacionada con las
funciones de defensa de la planta.

Asociado a interacciones planta-insecto, los compuestos quimicos presentes en
diferentes 6rganos de la planta, tales como hojas, tallos y frutas, juegan un rol fundamental en
la atraccion de los insectos hacia sus plantas hospederas. Por ejemplo, en pruebas de eleccion,
el insecto Rhagoletis mendax (Diptera: Tephritidae) fue atraido a trampas con volatiles
extraidos de V. corymbosum maduro. Estos compuestos correspondieron al butanoato de
butilo, cis-3-hexen-1-ol, a-terpineol, geraniol y E-2-hexenal (Liburd 2004).

En la Tabla 2, se muestra una recopilacion de compuestos quimicos identificados para

diferentes especies del género Vaccinium.

Tabla 2. Compuestos quimicos identificados para diferentes especies del género Vaccinium.

Organo de la

planta Referencia

Especie Compuesto Quimico

a-terpineol; linalool; trans-3-

V. arctostaphylos L. ionona, timol, geraniol.

Tallo Nickavar et al. 2002

Peonidina; cianidina-3-galactosido
y 3-arabinosido; quercetina 3-O-
galactosido (hiperina), quercetina 3-
O-arabinosido (quercitrina)
miricetina 3-O-arabinosido y 3-O-
digalactosido.

Mazza & Miniatti
Planta 1993,
Puski & Francis 1967

V. macrocarpon Ait.

Peonidina 3-O-glucosido; cianidina
V. oxycoccus L. 3-O-glucosido; quercetina; Planta Mazza & Miniatti 1993
mircetina; cianidina.

Quercetina; miricetina; cianidina;

delfinidina; butanoato de butilo, Cis- Hakkinen et al. 1999,

V. corymbosum L. . . Fruta Macheix et al. 1990,
3-hexen-1-ol, a-terpineol, geraniol .
Liburd 2004
y trans-2-hexenal _
. Quercetina; miricetina; cianidina; Ice & Wender 1953,
V. myrtillus L. RS . .
delfinidina; isoquercitrina; Fruta Martin-Aragon et al.
avicularina; petunidina; malvidina. - 1999
. o . . Gallet 1994, Gallet &
V. myrtillus L. Catecol; acido cafeico. Hoja Lebreton 1995
Quercetina; miricetina; cianidina;
V. uliginosum L. delfinidina; isoquercitrina; Fruta Ice & Wender 1953
avicularina _
V. vitis-idaea L. Quercetina; cianidina Fruta Martin-Aragn et al.

1999

4.4.2.3 Incidencia econémica del arandano. En el ano 2004, la superficie mundial de

arandanos alcanzo a 48.681 ha, de las cuales un 70% corresponde a huertos silvestres y el
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30% restante a huertos comerciales. De la superficie total a nivel mundial, el 14% se ubica en
el hemisferio sur, donde Chile representa el 33% (ODEPA 2005). Segin el tltimo Censo
Agropecuario (2007), la superficie total de arandanos en Chile es de 9.940 ha. La produccion
de ardndanos en nuestro pais se distribuye entre las regiones de Coquimbo y de Los Lagos,
liderando la zona centro-sur (Regiones del Libertador Bernardo O'Higgins, del Maule y del
Bio-Bio) con un 59% de la superficie nacional. La zona sur (Regiones de La Araucania, Los
Rios y de Los Lagos) posee un 33,9% de la superficie plantada y la zona centro-norte
(Regiones de Coquimbo, de Valparaiso y Metropolitana), representa el 7,1% restante. Los
rendimientos en las variedades tempranas van de 6 a 8 t/ha y en las variedades tardias son de
10 a 12 t/ha (INE 2003, ODEPA 2003). En 2004, el total exportado de ardndanos frescos
alcanzo6 10.100 toneladas, con un valor aproximado de US$ 80 millones. Su destino principal
fue Estados Unidos, con un 87% del volumen total exportado, seguido por paises europeos
(9%), donde destacan Holanda y Reino Unido, y los paises del Lejano Oriente, en particular
Japon (ODEPA 2005).

Existe poca informacion estadistica que permita conocer la magnitud del crecimiento
de la superficie plantada de esta especie, lo cual, junto al explosivo crecimiento de las
exportaciones, hacen muy dificil proyectar el futuro. Por esta razén, se configuran dos
hipotesis de proyecciones. La primera de ellas, levemente mas conservadora, sefiala que para
el ano 2014 se alcanzaria un volumen de 32.800 toneladas, con un valor de US$ 163,1
millones, y en el segundo escenario, se estima para el afio 2014, volumenes de exportacion

cercanos a 40.800 toneladas, con un valor de US$ 205,4 millones (ODEPA 2005).

4.4.3 Daiio ocasionado por A. superciliosus. La hembra adulta ovipone en el cuello de su
hospedero o en la superficie del suelo (Caballero 1972), en areas circundantes a la planta,
recubriendo los huevos con una sustancia mucilaginosa, la que proporcionaria una defensa
contra la desecacion y al mismo tiempo actuaria desincentivando la depredacion (Pérez 1994,
Cisternas et al. 2000). Al nacer las larvas se trasladan al interior del suelo, hacia la zona
radicular de plantas sanas, cerca de la raiz principal. Al introducirse a la raiz, horadan una
galeria cuya entrada cubren o tapan con aserrin y deposiciones. Esta galeria llega hasta el
cuello de la planta, donde la larva pupa para terminar su desarrollo (Fig. 4A). Esta accion
puede ocasionar la muerte de la planta atacada (Kuschel 1951, Elgueta 1993, Cisternas et al.
2000). Los adultos ocasionan dafios a ramillas, brotes y frutos (Fig. 4B). En ataques graves la
planta sufre una severa desfoliaciéon y en algunos casos la muerte (Carrillo 1993). En

observaciones realizadas sobre la distribucion del dafio en la planta causado por adultos, se
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encontrd que éste generalmente se concentra en la parte alta de la planta, lo cual puede ser
efecto de un geotropismo negativo, o bien, esta concentracion del consumo en la region apical
se debe a la calidad del recurso alimenticio que estd constituido por tejido mas blando y
nutritivo (Pérez 1994).

El dafo producido por esta especie habia sido informado por Rivera (1905) en la
“Actes de la Societé Scientifique du Chili”, donde informd sobre los dafios provocados por
Lophotus superciliosus en manzano. L. superciliosus corresponde actualmente, segin lo
reportado por Blackwelder (1957) y Elgueta & Jackson (1987) a la especie Aegorhinus
superciliosus.

A pesar de su importancia, los antecedentes sobre su biologia se refieren solo a
algunos aspectos de sus hébitos de vida y desarrollo (Reyes 1993, Pérez 1994, Aguilera 1995,
Aguilera & Rebolledo 2001).

Figura 4. Dafio producido por A. superciliosus en diferentes estados de desarrollo: A) Raiz
de arandano con galerias producto del dafio provocado por la larva de A. superciliosus. Se

observa una pupa en la camara de pupal, B) Adulto consumiendo ramilla lateral del ardndano.

4.4.4 Importancia economica de A. superciliosus. La importancia economica de este insecto
fue establecida el afio 1988, cuando Aguilera cita a A. superciliosus como el insecto plaga de
mayor importancia econdmica en plantaciones de arandanos por los dafios que provoca.
Luego, Gonzélez (1989), resume su importancia econdmica como ocasional en troncos y
ramas de frambueso o en la raiz del ciruelo. Prado (1991) lo menciona como una plaga
ocasional en arandano, frambueso, frutilla, grosellero, manzano, mora y zarzaparrilla. Por su
parte Aguilera (1990), considera a esta especie como potencialmente cuarentenaria,

considerando que se encuentra solamente en el cono sur de América (zona sur de Chile y
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Argentina). Posteriormente, Aguilera (1995) lo vuelve a citar como una plaga de importancia
economica, debido al aumento de su poblacion, lo que se asocia al incremento en las
plantaciones de arandano en el pais. Durante 1996, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG)
modificé la Resolucion N° 1910 de 1982 en los puntos 3 y 4 del capitulo II, donde se
especifica que los criaderos, viveros y depositos deberan expender plantas libres de plagas
especialmente las sefialadas en sus néminas. Entre éstas se nombra a Aegorhinus sp. como
plaga en frutales menores, especificamente berries. La constatacion de éstas y otras plagas
habilita al SAG para que, a través de sus inspectores, se dispongan los tratamientos necesarios
o la eliminacion de las plantas afectadas. Finalmente, la Comunidad Europea (2003) a través
del Diario Oficial de la Union Europea, considera a las especies A. phaleratus y A.
superciliosus como organismos nocivos para las exportaciones chilenas a paises

pertenecientes a dicha comunidad.

4.5 Control de A. superciliosus.

En Chile, la principal estrategia de control de A. superciliosus consiste en la
utilizacion de productos quimicos; sin embargo, a pesar de lograr cierta efectividad en
adultos, ha debido complementarse con otros métodos de control, sin que se hayan obtenido
resultados optimos. Dentro de los métodos utilizados se menciona el control fisico-mecanico,

quimico, cultural y bioldgico. Ademas se debe considerar, en cierta medida el control natural.

4.5.1 Control natural. Ripa & Caltagirone (1994), lo definen como aquel control biologico
que ocurre en forma natural, sin intervencion del hombre, siendo los enemigos naturales,
importantes en la reduccion del organismo nocivo. En el suelo actia un complejo de
patogenos (bacterias y hongos), nematodos e insectos que actuan sobre larvas y pupas de
Aegorhinus. Prado (1991), sefiala al himenodptero braconido del género Centistes y al hongo
entomopatogeno Metarhizium anisopliae como enemigos naturales de este insecto en estado
larvario (Aguilera 1994). Por su parte Carrillo (1993), menciona que este insecto presenta
escasos enemigos naturales, no obstante, se ha detectado la presencia de larvas de taquinidos

(Diptera) en adultos.

4.5.2 Control artificial.

4.5.2.1 Control fisico-mecanico. La practica de este método constituye una alternativa

selectiva de control cuando la densidad poblacional del insecto no representa un peligro
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inminente. Este método consiste en la colecta manual y periddica, con la posterior

incineracion de los adultos de A. superciliosus (Aguilera 1995).

4.5.2.2 Control quimico. Este método de control, dirigido al estado larvario del insecto, es
practicamente ineficaz cuando éste se encuentra ya instalado subterraneamente en la planta,
de tal manera que la estrategia de control quimico en huertos establecidos donde no se han
tomado medidas preventivas debe ser dirigido al estado adulto (Aguilera 1995).

Se ha determinado que los insecticidas organofosforados no selectivos, azinfos etil y
azinfos metil, son los productos mas efectivos en el control de adultos en condiciones
semicontroladas (Aguilera 1988, 1995). Carrillo (1993) recomienda la utilizacion de
insecticidas de la familia de los carbamatos como es el caso de carbofuran. Sin embargo, estos
productos presentan un periodo de carencia de al menos 30 dias, siendo esta condicidon, una
limitante segin el manejo que se requiera para las diversas especies frutales, tal como el
arandano. Otra limitante, de acuerdo al manejo del azinfos metil y azinfos etil, es el largo
efecto residual que presentan estos insecticidas los cuales al ser aplicados cercanos al periodo
de floracidon son nocivos para las los agentes polinizadores (Aguilera 1995).

A pesar que el uso de estos productos fitosanitarios se estd restringiendo en el mundo,
debido a la tendencia de la utilizacion de las Buenas Practicas Agricolas (BPA), en varios
paises, tales como USA, se siguen usando para el control de insectos plagas. Por ejemplo, en
el estado de Michigan (USA), la Michigan State University (MSU) (2007) publicé en el
Michigan Fruit Management Guide 2008 los productos fitosanitarios que se estan utilizando
actualmente en el control de enfermedades e insectos en distintos frutales. Especificamente en
el caso del curculionido Conotrachelus nenuphar (Herbst), considerado plaga en arandano, su
programa de control quimico considera la utilizacion de insecticidas de diferentes grupos
quimicos, tales como organofosforados (Diazinon, Imidan y Guthion), carbamatos (Carbaryl)
y piretroides (Asana y Dinatol). Llama la atencion que el producto Guthion, también conocido
como Azinfos metil, considerado un insecticida altamente detrimental para el ambiente, y
cuyo uso se encuentra en retirada, sea uno de los mas efectivos en el control de este
curculionido, al igual como sucede en Chile con A. superciliosus.

Dado el inconveniente que presentan los insecticidas de amplio espectro, se ha
experimentado con productos que inhiben la formacidon de quitina. Inicialmente se probd
triflumuron, aplicado directamente sobre huevos de A. superciliosus, obteniéndose entre 95-
100% de efectividad segun sea la dosis utilizada. No obstante, este producto no tiene accién

de control sobre los adultos (Aguilera 1995). Los primeros ensayos con triflumuron sobre A.
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superciliosus motivaron la realizacion de experimentos de campo con otros reguladores de
crecimiento, con el objeto de inhibir su desarrollo embrionario. Estos productos fueron
fluflenoxuron y diflumenzuron; sin embargo, ambos no superaron el 70% de efectividad

como promedio de dos temporadas de evaluacion (Soler 1994, Aguilera 1995).

4.5.2.3 Control cultural. Debe ser realizado en forma preventiva, evitando la infestacion de
la plantacion. Para ello es recomendable preparar bien el suelo a plantar y complementar con
la aplicacion de insecticida, si corresponde (Carrillo 1993). Otra labor de control cultural
corresponde a la utilizacion de cultivares tolerantes o resistentes. Se ha determinado que en
arandano el cultivar Northland es el mas tolerante al ataque de A. superciliosus, de acuerdo a
observaciones realizadas en diferentes cultivares en la provincia de Malleco (Aguilera 1995).
En relacion a esto, Maynet (1997) efectu6é ensayos con diversos cultivares de frambueso
estableciendo que el cultivar Meeker fue el menos preferido por el adulto de A. superciliosus,

bajo condiciones semicontroladas de laboratorio.

4.5.2.4 Control biolégico. Dentro de este método, destaca el uso de los hongos
entomopatogenos de los géneros Metarhizium y Beauveria (Moniliales: Moniliaceae), los que
se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo y son considerados inocuos para el
medio ambiente (France et al. 2000). La entrada de estos hongos al insecto se produce a través
de aberturas naturales (boca, espirdculos y ano) o a través del integumento por medio de un
proceso mecanico enzimatico. Durante el proceso de infeccion, el hongo produce toxinas que
causan la muerte del insecto, para luego colonizar el interior del hospedante y emerger en
forma de micelio al exterior, para posteriormente producir esporas (St Leger et al. 1986,
Lecuona et al. 1996, Alves 1998). A pesar que se han detectado con anterioridad este tipo de
hongos en Chile (Dutky 1957, Vasquez 1977, Guerrero et al. 1999) y se han realizado pruebas
de patogenecidad, no ha existido hasta la fecha un uso expansivo de estos entomopatogenos.
Los antecedentes de uso de hongos entomopatogenos en Chile muestran resultados no
siempre satisfactorios, debido principalmente a que las cepas utilizadas fueron colectadas en
otros paises o no se realiz6 una seleccion previa con varios aislamientos (Ripa & Rodriguez

1989).

4.6 Sustancias semioquimicas como futuro método de control.
Uno de los enfoques mas recientes dentro de la investigacion de métodos alternativos

de control para insectos plaga es la identificacion de sustancias semioquimicas que puedan ser
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utilizados en un método de control etologico estimulo-disuasivo o “push-pull”, como parte de
una estrategia MIP (Agelopoulos et al. 1999, Miller & Cowles 1990). En la produccion
agricola, el método push-pull es una estrategia de manipulacién del comportamiento mediante
la cual, con el uso integrado de atrayentes y repelentes (o estimulantes y disuasivos), la plaga
es desplazada desde una fuente que se quiere proteger (los cultivos) y simultaneamente es
atraida hacia un cebo atrayente que puede estar acoplado a un agente controlador de plagas
(Nalyanya et al. 2000). Las sustancias semioquimicas son moléculas involucradas en la
comunicacion intraespecifica (feromonas) o interespecifica (aleloquimicos) entre seres vivos
(Agelopoulos et al. 1999, Anaya & Cruz-Ortega 2001, Ruther et al. 2002, Schmidt 2003).
Entre las sustancias semioquimicas que median comunicaciones interespecificas se
encuentran las kairomonas, que actiian en detrimento del emisor y las alomonas, que actiian
en beneficio del emisor. En algunos casos es mejor hablar simplemente de compuestos
repelentes o atrayentes (Agelopoulos et al. 1999). Si bien es cierto, la localizacion de plantas
hospederas por insectos esta basada en la deteccion de compuestos volatiles de plantas en
general, en algunos casos estos compuestos son especificos a familias, géneros o especies

(Pickett et al. 1999).

4.6.1 Kairomonas involucradas en la interaccion entre curculionidos y sus plantas
hospederas. La mayoria de las especies del orden Coleoptera consideradas como plagas
pertenecen principalmente a tres familias: Scarabaeidae, Chrysomelidae y Curculionidae
(Davies 1991), siendo este ultimo grupo el mas numeroso dentro del orden, con
aproximadamente 40.000 especies (Vogt 2003). Por lo tanto, es importante conocer el
mecanismo utilizado por estos insectos para encontrar a sus plantas hospederas. Dentro de los
curculiénidos, se han reportado diversos compuestos que pueden ser beneficiosos para el
insecto (kairomona) (Brown et al. 1970, Anaya & Cruz-Ortega 2001, Ruther et al. 2002,
Schmidt 2003). Entre estos compuestos se incluyen la frontalina, 2-hexenol, a-terpineol, 2-
dodecanona, (Z)-3-hexen-1-o0l, octan-3-ona y acetato de (Z)-3-hexenil por nombrar algunos

(El-Sayed 2005).

4.6.2 Factores que afectan la emision de kairomonas. Las kairomonas son liberadas desde
ciertos tejidos de plantas por glandulas altamente especializadas tales como osmoéforos y
tricomas glandulares. La temperatura del aire es un factor importante en los indices de
produccion y liberacion de estos volatiles. Por ejemplo en flores de orquideas la tasa de

liberacion de compuestos volatiles disminuye significativamente en dias frios, nublados o en
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la noche, aumentando en dias asoleados (Williams 1981). Otro ejemplo se da con especies de
plantas de la familia Araceae, las que producen, con ayuda del calor, volatiles tales como
indol y escatol (Meeuse 1978).

Muchas plantas que producen kairomonas las almacenan en glandulas sebaceas u otros
sitios para ser posteriormente liberadas. Estos compuestos volatiles son liberados desde las
plantas de cinco formas: (1) por difusion a través de superficies aéreas y subterraneas, (2) por
lixiviacion a través de la accion de rocio y agua de lluvia, (3) por exudacion, (4) por dafio a

las plantas, y (5) por decaimiento del material vegetal (Rice 1974).

4.7 Planteamiento del problema.

La capacidad del insecto nativo A. superciliosus para infestar frutales, tales como el
arandano, en el centro sur de Chile ha llevado a la utilizacion de diferentes métodos de
control. Sin embargo, el control quimico en estado larvario es ineficaz y en estado adulto
presenta el problema que los productos utilizados presentan un largo efecto residual y periodo
de carencia, los cuales al ser aplicados cercanos al periodo de floracién son nocivos para los
agentes polinizantes.

Frente a este escenario surge la alternativa del control etologico de plagas mediante la
utilizacion de sustancias semioquimicas, tales como kairomonas, que presentan como
caracteristicas, ser altamente inocuos al ambiente y de elevada efectividad a bajas
concentraciones. Sin embargo, para implementar este método de control, se requieren estudios
que proporcionen una comprension mas acabada de los factores que median la localizacion y
eleccion de hospedero por parte de A. superciliosus.

Las sustancias semioquimicas identificadas podrian conducir en el futuro al desarrollo
de métodos de controles etologicos contra el burrito del frambueso, insertos en estrategias de

MIP.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Insectos.

Adultos de A. superciliosus se colectaron manualmente, en una plantacion comercial
de arandano ubicada en la comuna de Collipulli, Region de La Araucania, entre octubre de
2006 y enero de 2007. Una vez transferidos al Laboratorio de Ecologica Quimica (LEQ) de la
Universidad de La Frontera, los insectos se mantuvieron en cajas plasticas (10°C y 16 h luz) y
alimentados con hojas de arandano. Para los bioensayos se utilizaron individuos de no mas de
7 dias de permanencia en el laboratorio desde su extraccion en el campo y se usaron so6lo una

vez por repeticion.

5.2 Determinacion de la fluctuacion poblacional de A. superciliosus.

Para la captura de adultos A. superciliosus, se aplico una metodologia modificada,
originalmente propuesta por Ruesink & Kogan (1982). Esta corresponde a la busqueda visual
en un determinado tiempo utilizando métodos relativos de captura (Metcalf & Luckmann
1982). Esta busqueda visual se considera como una medida absoluta del tamafio de la
poblacion, aunque en general se encuentra menos del 100% de los insectos presentes en el
cultivo. La proporcion de insectos que se encuentre puede variar, segin las condiciones
imperantes, lo que hace impredecible la relacion entre la poblacion absoluta y la captura
realizada.

Las capturas de insectos se realizaron con cinco recolectores, desde el 21 de
septiembre de 2006 al 8 de febrero de 2007. Estos insectos se registraron diariamente entre las
12:00 am y 17:00 p.m., y luego fueron llevados al LEQ para su mantenimiento. Con estos
datos se construy6 una grafica de la fluctuacion poblacional del insecto con el objetivo de
determinar el maximo de emergencia de A. superciliosus. A su vez, se estimo la captura
promedio diaria por trabajador o también llamada captura por unidad de esfuerzo

(insectos/persona/h/ha) (Speight et al. 1999).

5.3 Captura de volatiles de V. corymbosum.

Para esta experiencia se utilizd6 una variacion de la metodologia descrita para la
extraccion de volatiles en diferentes especies de Nothofagus (Quiroz et al. 1999). El equipo o
sistema de atrapamiento de volatiles consistio en dos tubos de vidrio, cada uno provisto de
dos salidas en las cuales se conectaron columnas de vidrio rellenas con Porapak Q, la cual

actué como matriz adsorbente de volatiles. Estas columnas adsorbentes se conectaron en su
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parte superior a una linea de vacio que impulso la entrada de aire con los compuestos volatiles
hacia el interior de las columnas. En la base de los tubos de vidrio se colocod una placa de
aluminio con el objetivo de sellar el sistema. Dichas placas cuentan con puntos de conexion
que permiten, a través de tuberias de teflon, bombear aire hacia el interior de los tubos. Este
sistema fue conectado a un equipo “Headspace Entrainment Equipment” por un periodo de 24
h (Fig. 5). Los volatiles atrapados se desorbieron desde el Porapack Q con hexano (1
mL/columna) para su posterior analisis en un cromatdgrafo de gases acoplado a un detector de
masas (CG-DM). Para los ensayos olfatométricos los volatiles se desorbieron con hexano (1
mL/columna).

Las fuentes de olor incluyeron diferentes estados fenologicos del arandano, tales como
floracion (T1), fructificacion (cuaja de frutos (T2), pinta (T3), frutos inmaduros + frutos

maduros (T4), frutos maduros (T5) y poscosecha (T6).

| el 5 4 :ﬁy > . ? Y H .

Figura 5. Sistema de atrapamiento de volatiles. A) Equipo capturando volatiles de ardndano,

B) Campana de vidrio conteniendo rama de arandano.

5.4 Identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles del arandano por CG-DM.

Un pL de los extractos eluidos con hexano fue inyectado en un cromatégrafo de gases
(Focus GC; Thermo Electron Corporation) acoplado a espectrometro de masas (DSQ; Thermo
Electron Corporation), provisto de una columna capilar apolar HP-1 Ultra (25m x 0,2mm x
0,33um). La temperatura del inyector se fij6 en 250°C y el cromatdgrafo de gases se mantuvo
a una temperatura de 40°C por 5 minutos y se programé para subir 5°C/min hasta 250°C,
permaneciendo a esta temperatura por 10 minutos. La temperatura del detector de masas se
fij6 en 250°C y la energia del haz de electrones en 70 electron volts (eV) (Tapia et al. 2007;
Parra et al. 2009a).
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La identificacion y cuantificacion de los principales componentes de cada uno de los
extractos se llevd a cabo mediante la blisqueda en una biblioteca de espectros de masas
usando un algoritmo de comparacion con una técnica de busqueda reversa que verifica las
masas principales de los compuestos de referencia que estén presentes en el espectro de masas
problema (Tapia et al. 2007). Adicionalmente, se realizé una comparacion de sus indices de
Kovats (IK) y espectros de masas con los correspondientes estandares. Los IK experimentales
fueron comparados con IK teéricos de compuestos reportados en la base de datos “Pherobase”
(El-Sayed 2005). Paralelamente, se utiliz6 esta misma base de datos para determinar si
algunos de estos compuestos volatiles han sido reportados con alguna funcién biologica en
curculionidos.

La cuantificacion de los compuestos identificados por cromatografia gaseosa e IK, fue
realizado comparando el drea cromatografica de un estandar de concentracién conocida y el

area del compuesto identificado.

5.5 Bioensayos olfatométricos.

La respuesta conductual de hembras y machos de A. superciliosus fue evaluada probando
diferentes estimulos odorificos: a) extractos volatiles de arandano, b) 15 compuestos puros
identificados en dos extractos de volatiles de arandano (cuaja de frutos y pinta) a cuatro
diferentes concentraciones (0,1; 1; 10 y 100 pg/mL) y d) una mezcla artificial de volatiles de
arandano. Para esto se utiliz6 un olfatémetro adaptado del propuesto por Vet et al. (1983)
(Fig. 6). Las olfatometrias se realizaron segin la metodologia descrita por Tapia et al. (2005),
la cual consisti6 en la observacion de los movimientos del insecto al interior de un espacio
denominado arena. La arena de observacion fue dividida en cinco secciones; una zona central
cuadrada y cuatro zonas correspondientes a los brazos, dos de ellos conteniendo aire
enriquecido con estimulos odorificos y los otros dos brazos con hexano como control. Las
muestras se prepararon aplicando 50 puL de solucion sobre un trozo de papel Whatman N°1 de
0,5 cm de ancho por 3,5 cm de largo. Este papel filtro se coloco en un tubo de vidrio (7 cm de
longitud x 1,5 cm de d.i.) y luego se introdujo en el respectivo brazo del olfatometro. El
insecto fue depositado en el centro del olfatdbmetro en donde se generd un flujo de aire (800
mL/min) mediante el cual los estimulos odorificos a ensayar fueron conducidos hacia el
interior del sistema. Se observo y registrd constantemente la posicion del insecto durante 20

min.
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Figura 6. Olfatometro de cuatro brazos utilizado en esta investigacion (adaptado de Vet et al.
(1983)). Zonas 1 y 3 contienen el aire con los volatiles de arandano, mientras que las zonas 2
y 4 contienen aire con hexano. La zona central del olfatdbmetro corresponde a la zona de

decision del insecto.

5.6 Bioensayos electroantenograficos.

La electroantenografia (EAG) es una técnica neurofisiolégica que permite el
monitoreo de la percepcion de un semioquimico por un insecto (Jones & Oldham 1999). Los
insectos, al recibir un estimulo quimico, tal como una kairomona o feromona, activan sus
receptores olfativos presentes en las dendritas de las neuronas sensoriales desencadenando un
proceso de intercambio i6nico que acaba con la generacion de potenciales de accion, los
cuales transmiten la sefal olfativa a diferentes glomérulos de los 16bulos olfativos del
deutocerebro del insecto. La técnica de EAG permite medir el cambio de potencial
bioeléctrico global de la antena debido a la adicion de los citados potenciales de accion. Para
ello los extremos de la antena se conectan a dos electrodos, uno de registro y otro de
referencia, los cuales estdn conectados a un amplificador de alta impedancia que permite
detectar diferencias de potencial que varian principalmente entre 0,1 y 10 milivols (mV)
(Guerrero et al. 1986, Hansson 1995). En esta investigacion se utilizé un electroantenografo
marca Syntech (Made in The Netherlands) y cabezas amputadas de A. superciliosus (Fig. 7A).

Los electrodos de vidrio, en solucion salina, se conectaron, uno en la base de la antena
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(electrodo indiferente) a través de la parte posterior de la cabeza del insecto y el otro a la

punta de la antena (electrodo registrador) (Fig. 7B).

Figura 7. Bioensayos electroantenograficos. A) Electroantenografo Syntech, B) Preparacion

de antena de A. superciliosus conectada a los electrodos de vidrio.

La antena se estimuld constantemente con aire purificado que fluia a razon de 0,5
L/min por una pipeta Pasteur de 14,5 cm de largo por 0,6 cm de didmetro externo. Los
estimulos utilizados correspondieron a compuestos que causaron un efecto atrayente hacia A.
superciliosus (eucaliptol, 2-nonanona y 4-etilbenzaldehido) en los ensayos olfatometricos.
Las diferentes concentraciones de los estimulos (0,01; 0,1; 1; 10 pg/mL) se aplicaron sobre
papel filtro (0,5 cm de ancho por 3,5 cm de largo) Whatman N°1 e introducidos, 20 s después
de ser aplicados sobre este papel, dentro de una pipeta Pasteur cuya punta se inserté en un
orificio del tubo de vidrio. Se aplicaron pulsos de 1 s de aire purificado con un flujo de 0,5

L/min, que empujaron los compuestos de prueba través de la pipeta Pasteur.
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En este caso el criterio para utilizar eucaliptol fue 1) el efecto atrayente producido en
A. superciliosus en tres de las cuatro dosis probadas y 2) debido a que fue el tinico compuesto
que produjo una respuesta diferencial entre hembras y machos. Similar criterio se aplico para
2-nonanona ya que también produjo atraccidon en tres de las cuatro dosis probadas. En el caso
de 4-etilbenzaldehido, su utilizacion se debid a 1) su mayor valor de indice de preferencia
olfatométrica (IPO) en la mas baja dosis probada, comparada por ejemplo con Acetato de (Z)-
3-hexenilo y 2) por su disponibilidad a momento de realizar los bioensayos de EAG, lo cual

no ocurrio con limoneno.

5.7 Pruebas de campo

5.7.1 Ubicacién de los ensayos. El ensayo de campo fue llevado a cabo en una plantacion
comercial de frambuesa, ubicada en el Km 11 camino Cajon-Vilcin, comuna de Vilcin,

Region de La Araucania, entre diciembre de 2008 y febrero de 2009.

5.7.2 Tipo de Trampa. Las trampas empleadas en esta investigacion se adaptaron de las
trampas descritas por Bloem et al. (2002), para su uso en la captura de curculionidos. El
disefio de la trampa (Fig. 8A) consistio en un embudo pléstico transparente de 26 cm de
altura, con didmetros de 22 cm de base y 2 cm en la parte superior, la cual se encuentra
sellada con una tapa rosca. El interior estd subdividido por dos rejillas metélicas; la superior
esta destinada a generar un compartimiento en donde sera depositado el dispensador, el cual
corresponde a un septum con los compuestos quimicos a ensayar (Fig. 8C). En esta seccion,
que es mas angosta, se realizaron perforaciones de manera de permitir el flujo del compuesto
contenido en el septum hacia el exterior. La rejilla inferior lleva en su centro un cono plastico
mas pequefio, que es por donde suben los insectos para quedar finalmente atrapados en este

nuevo compartimiento (Fig. 8D).

5.7.3 Disefio experimental y tratamientos. El ensayo de campo se realizo entre el 15 de
diciembre de 2008 y 13 de febrero de 2009. Las trampas se colgaron en los alambres que
servian de guia a los frambuesos a una altura de 1,5 m del suelo y a una distancia entre ellas
de 5 m formando una linea sobre el frutal (Fig. 8B). Se utilizaron cuatro hileras, cada una con
siete trampas incluido un control, las cuales no fueron cambiadas de posicion. La evaluacion

de los insectos capturados se llevd a cabo 48 h después de instaladas las trampas con sus
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septum, las cuales se cambiaron cada dos semanas. Solo se contabilizaron los individuos que
caian dentro de cada trampa y no los que se encontraban alrededor de ellas.

Los tratamientos utilizados en condiciones de campo, se escogieron debido a los
siguientes criterios: eucaliptol, 1) atraccion en tres de las cuatro dosis probadas en bioensayos
olfatometricos, confirmado con bioensayos de EAG y 2) ser considerado como un compuesto
con caracteristicas de kairomona forrajera (Parra et al. 2009a); 2-nonanona, 1) por su efecto
atrayente hacia A. superciliosus en los bioensayos olfatométricos y 2) la confirmacion de este
efecto en bioensayos de EAG; limoneno, 1) se encuentra presente en los volatiles del
hospedero de A. superciliosus produciendo un efecto atrayente hacia este curculionido, 2) se
encuentra presente en extractos volatiles de hembras de A. superciliosus (datos no mostrados)
y 3) disponibilidad del compuestos al momento de la realizacion de estos ensayos. Para estos
ensayos no se utilizo 4-etilbenzaldehido, a pesar de los buenos resultados de EAG obtenidos,
ya que en los bioensayos olfatométricos solo fue atrayente a una sola dosis, comparado por
ejemplo con eucaliptol o 2-nonanona.

Las septas se impregnaron con volimenes equivalentes a: 1) 200 mg de eucaliptol (d=
0,924g/cm3 ); 2) 200 mg de 2-nonanona (d=0,83 g/cm3 ); 3) 200 mg limoneno (d=0,84g/cm3 )y
4) mezcla de los tres compuestos en proporcion 1:1:0,1. En el control, el septum fue

impregnado con solvente.
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Figura 8. Ensayo de campo de A. superciliosus. A) Disefio de trampa de captura de A.
superciliosus, flechas indican: perforaciones para el paso de compuestos hacia el exterior y la
division de compartimientos, B) Disposicion de la trampa en terreno, C) Septum de
poliisopropeno y D) Parte inferior de la trampa, indicando la zona por donde ingresan los

insectos.

5.8 Analisis de datos

Para los bioensayos olfatométricos, la comparacion del tiempo de permanencia del
insecto en el estimulo versus el control, se llevo a cabo mediante las pruebas no-paramétricas
de Wilcoxon y Friedman (P<0,05). Las diferencias en el tiempo de permanencia en los
tratamientos o compuestos puros y control, se usaron para calcular su preferencia
olfatométrica a través del IPO, el cual se define como: 2T/(T+C) (Kogan 1972). El valor de
IPO se encuentra entre el rango 0-2, donde IPO=1 indica que no existe preferencia
olfatométrica por el control o por la fuente de olor, IPO > 1 indica preferencia para el

tratamiento con la fuente de olor, y IPO < 1 indica preferencia por el control. Estos datos se
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analizaron utilizando la prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis, y los grupos se separaron
usando la prueba estadistica de Conover-Inman (P<0,05) (Conover 1999). En el caso de los
bioensayos electroantenograficos, los promedios de los controles y los estimulos se
compararon utilizando la estadistica de Wilcoxon para datos pareados. Para determinar si
hubo diferencias entre sexos, se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney. Los datos de las

pruebas de campo se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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6. RESULTADOS

6.1 Fluctuacion poblacional de A. superciliosus.

En la figura 10 se presenta la fluctuacion poblacional (captura por unidad de esfuerzo)
de A. superciliosus, observada para la comuna de Collipulli (Region de La Araucania) durante
la temporada 2006-2007. De acuerdo a los datos registrados, este curculionido tendria al
menos una generacion anual. Se aprecia que la maxima emergencia de este insecto en esta
zona, ocurre el 13 de noviembre de 2006, en donde la captura por unidad de esfuerzo fue de
2,07 insectos/persona/h/ha, siendo la mas alta registrada en el periodo de colecta. Un total de
744 A. superciliosus fueron capturados en 12 ha durante la observacion en terreno realizada
por seis trabajadores durante 5 h. La poblacion de insectos disminuyd en un 75% a fines de
diciembre de 2006, decreciendo hasta un 90% en enero y febrero de 2007, en relacion al

maximo observado en noviembre.

6.2 Identificacion de compuestos volatiles.

El analisis de los volatiles presentes en V. corymbosum se realizd en los estados
fenologicos de cuaja de fruta y pinta, debido a: 1) el ataque de los adultos de A. superciliosus
ocurre principalmente durante el estado fenoldgico de fructificacion en ardndano; 2) la
maxima poblacion de A. superciliosus se observa durante estos estados fenologicos, y 3) los
respectivos extractos de volatiles elicitaron la maxima respuesta atrayente de A. superciliosus.

Las diferencias cualitativas y cuantitativas observadas entre los estados fenologicos
analizados se muestran en la Tabla 3. Cuaja de fruto (T2) y pinta (T3) liberaron 6 y 16
compuestos respectivamente. El estado de pinta muestra una alta diversidad de grupos
quimicos comparado con cuaja de frutos, encontrdndose entre estos sustancias volatiles
comunes en hojas verdes de plantas (GLV= green leaf volatiles) y compuestos aromaticos. La
cantidad de terpenos fue de 85,7% del total de los compuestos identificados en el estado de
pinta y de un 25,9% en el estado de cuaja de frutos. El principal compuesto identificado en
este ultimo estado, correspondio a eucaliptol (0,15 ng/ul), mientras que (Z)-3-hexen-1-ol (1,42
ng/pl) lo fue en el estado de pinta. Cabe destacar que eucaliptol fue identificado en ambos

estados fenoldgicos, sin embargo su concentracion fue la misma (0,15 ng/ul).
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6.3 Respuesta olfatométrica de A. superciliosus frente a extracto volatiles del arandano.

Los resultados indican que el insecto prefiere voldtiles de plantas liberados en el
estado fenoldgico de fructificacion (Fig. 9). No se observo atraccion cuando A. superciliosus
fue expuesto a volatiles provenientes de los estados fenoldgicos de floracion y poscosecha.
No se encontr6 diferencias significativas al analizar por sexo la respuesta de A. superciliosus
hacia estos extractos volatiles.

Para comparar los tratamientos, se calculd el indice de preferencia olfatométrica
(IPO). Los estados de cuaja de fruto y pinta elicitaron una mayor preferencia olfatométrica en
A. superciliosus (Fig. 10). Por el contrario, los estados de fruta madura y poscosecha no

provocaron respuesta significativa en A. superciliosus.

6.4 Respuesta olfatométrica de A. superciliosus hacia compuestos puros.

En ensayos de laboratorio, 2-nonanona, eucaliptol, R y S limoneno, y 4-
etilbenzaldehido, provocaron una conducta de atraccion en A. superciliosus, en al menos una
de las concentraciones utilizadas (P < 0,05) (Fig. 11). A. superciliosus no mostr6 preferencia
cuando fue expuesto a otros compuestos o a la mezcla artificial de volatiles, cuando fue
comparado con el control (P > 0,05). Solo Acetato de (Z)-3-hexenilo elicito una conducta
repelente en el curculionido a 10 ng/ul. La respuesta olfativa de ambos sexos de A.
superciliosus hacia eucaliptol, indican que las hembras fueron atraidas a este terpeno a la
concentracion de 1 pg/mL (P = 0,0052; n= 10) (Fig. 12A), mientras que los machos no

respondieron a ninguna de las concentraciones de eucaliptol (P = 0,081; n=12) (Fig.12B).

32



= 204 [ Vvolétiles de plantas
E [ Control
N’
= 18—
=
=
% 16 <
8
5 14 4 a a
&
= 12 a
= a a a
-5}
« 10 a a
) a b
£ b
2 8- i
£
= 6
=%}
-9
3 4
2
g 219
&
= 0-
T1 T2 T3 T4 T5 T6
Fuentes de olor

Figura 9. Respuesta de A. superciliosus (+ E.E.) a volatiles de diferentes estados fenologicos
del arandano en un olfatémetro de cuatros brazos (n=10). T1=plena flor, T2= cuaja de fruto,
T3= pinta, T4= frutos inmaduros + frutos maduros, T5= frutos maduros, T6= poscosecha.

Letras diferentes indican diferencia significativa segin la prueba de no-paramétrica de

Wilcoxon (P<0,05).
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Tabla 3. Compuestos liberados por diferentes estados de fructificacion del arandano (V. corymbosum) y su actividad en A. superciliosus.

Compuestos Area (%) IK Exp. IK Lib. Concentracién (ng/pL) Actividad Bioldgica en
(Confiabilidad de la Cuaja de Cuaja de Aegorhinus
identificacion) frutos Pinta frutos Pinta superciliosus

Terpenos
a-Pineno (1) n.d. 3,97 930 934 - 0,06 No discriminacion
Sabineno (1) 20,54 10,18 964 969 0,15 0,42 No discriminacion
B-Pineno (1) 6,39 2,73 968 968 0,02 0,05 No discriminacién
Eucaliptol (1) 47,45 8,08 1015 1015 0,15 0,15 Atrayente
Limoneno (1) 19,01 0,92 1017 1017 0,08 0,02 Atrayente
Alcanos
Nonano (1) n.d. 1,8 900 900 - 0,05 No discriminacion
Decano (1) 3,32 3,52 997 1000 0,01 0,07 No discriminacion
Undecano (1) 3,28 4,34 1098 1100 0,01 0,1 No discriminacion
Dodecano (1) n.d. 1,67 1200 1200 - 0,04 No discriminacion
Compuestos Carbonilicos
2-Nonanona (1) n.d. 9,62 1070 1070 - 0,009 Atrayente
Nonanal (1) n.d. 3,92 1082 1084 - 0,1 No discriminacion
4-FEtil acetofenona (1) n.d. 7,29 1230 1230 - 0,06 No discriminacion
Esteres
Butirato de (Z)-3-Hexenilo (2) n.d. 4,37 1168 1168 - - -

Compuestos aromaticos

4-etilbenzaldehido (3) n.d. 2,44 1128 - - 0,01 Atrayente

Volatiles de hojas verdes
(Z2)-3-Hexen-1-0l (1) n.d. 17,94 839 837 - 1,42 No discriminacion
Acetato de (Z)-3-Hexenilo (1) n.d. 17,21 986 988 - 0,19 Repelente




La identificacion de los compuestos liberados por V. corymbosum fue realizada segun los
siguientes criterios: (1) espectro de masa, indice de Kovats y comparacion con estandar; (2)
espectro de masa e indice de Kovats; (3) espectro de masa. Cabe destacar que no se utilizaron
factores de correccion. IK Exp.= indice de Kovats obtenidos en forma experimental; IK Lib.=
indice de Kovats obtenidos por libreria. nd= no determinado.

No discriminacion= indica que el insecto no prefirio ni el estimulo ni el control, concentrandose la

mayor cantidad de tiempo de las olfatometrias en la zona de decision o indiferencia.
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Figura 10. Fluctuacion poblacional (temporada 2006-2007) e indice de preferencia olfatométrica
(IPO) (= E.E.) de A. superciliosus en pruebas de preferencia olfatométrica de volatiles de diferentes
estados fenologicos del arandano. T1= plena flor, T2= cuaja de fruto, T3= pinta, T4= frutos
inmaduros + frutos maduros, T5= frutos maduros, T6= poscosecha. Letras diferentes indican
diferencia significativa seglin la prueba de no-paramétrica Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de
Conover-Inman (P< 0,05).

* Indica diferencias significativas entre tratamiento y control (P< 0,05) basado en la prueba no

paramétrica de Wilcoxon.
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Figura 11. Indice de preferencia olfatométrica (IPO) (+ E.E.) de A. superciliosus versus log de la
concentracion de compuestos puros (0,1 pg/mL; 1 pg/mL; 10 pg/mL y 100 pug/mL). Letras
diferentes indican diferencia significativa segun la prueba de no-paramétrica Kruskal-Wallis,
seguido de la prueba de Conover-Inman (P< 0,05). * Indica diferencias significativas entre
tratamiento y control (P< 0,05) basado en la prueba no paramétrica de Wilcoxon, seguido de la

prueba de Conover-Inman. ** (P<0,01), *** (P<0,001).
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Fig. 12. Respuesta de A. superciliosus hacia eucaliptol (1pg/mL), (A) hembras, (B) machos en un
olfatdbmetro de cuatro brazos. Letras diferentes indican diferencia significativa segin la prueba de

no-paramétrica de Conover-Inman (P< 0,05).
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6.5 Respuesta electrofisiolégica de A. superciliosus hacia compuestos con actividad en
bioensayos olfatométricos.

La EAG evidencié que tres compuestos pertenecientes a diferentes grupos quimicos
(terpenos, compuestos carbonilicos y compuestos aromaticos) elicitaron una respuesta
electrofisiolégica en las antenas de A. superciliosus, en al menos una de las diferentes
concentraciones utilizadas (Fig. 13). Estos compuestos correspondieron a 4-etilbenzaldehido, 2-
nonanona y eucaliptol. De todas los compuestos, 4-etilbenzaldehido fue el que obtuvo una mayor
amplitud de respuesta (3,6 mV) en la concentracion de 10 pug/mL. La méxima respuesta en 2-
nonanona fue a la concentracion de 0,1 ppm con 2,5 mV. La mayor respuesta en eucaliptol fue
observada en la concentracion de 10 ppm (2,5 mV). Todas estas respuestas fueron diferentes al
control. Sin embargo, la respuesta antenal entre sexos segin la prueba no-paramétrica de U de

Mann-Whitney indican que no hubo diferencias significativas.
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4-Etilbenzaldehido 2-Nonanona Eucaliptol

Figura 13. Respuesta electrofisiologica de antenas de A. superciliosus hacia diferentes compuestos
emitidos por V. corymbosum. Los compuestos fueron evaluados en cuatro distintas concentraciones
(0,01 pg/mL; 0,1 pg/mL; 1 ug/mL y 10 pg/mL). Los asteriscos indican diferencia significativa con

el control, segtn la prueba de no-paramétrica de Wilcoxon (P< 0,05).
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6.6 Ensayos de campo.

Los ensayos de campo se realizaron con el proposito de evaluar en una temporada la
efectividad en terreno de los diferentes compuestos estudiados que mostraron actividad biologica en
bioensayos olfatométricos y electroantenograficos. Los resultados muestran que todos los

tratamientos se comportaron de igual forma en condiciones de campo (Fig. 14).
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Promedio de insectos capturados por trampa/dia

Figura 14. Promedio de A. superciliosus capturados por trampa y por dia, en una plantacion de
frambuesa, en la comuna de Vilcun (temporada 2008-2009).
Ausencia de letras indica que no existen diferencias significativas entre los tratamientos, segun la

prueba no-paramétrica de Kruskal-Wallis (P>0,05).
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7. DISCUSION

7.1 Fluctuacion de A. superciliosus.

La fluctuacion poblacional exhibida por adultos de A. superciliosus en la comuna de
Collipulli durante las temporadas 2006-2007 coincide con lo reportado por Aguilera (1988, 1995),
quien indica que esta especie presenta una generacion por afio para la comuna de Temuco. El
conocimiento sobre la fluctuacion poblacional de un insecto es indispensable para el
establecimiento de un control eficiente y econdémico. Esta informacion permite planificar las
medidas de control al conocer las épocas de aparicion en el campo y numero de generaciones en el
afno; ademads, se puede estimar el numero de aplicaciones de insecticidas o cualquier otra medida

que se deba realizar durante el afio (Nault et al. 2004, Reviriego et al. 2006).

7.2 Identificacion de compuestos volatiles emitidos por el arandano.

Los compuestos volatiles identificados desde V. corymbosum pertenecen a cinco diferentes
categorias: 1) GLV; 2) terpenoides, constituyentes comunes de plantas; 3) alcanos, cominmente
presentes en ceras epicuticulares de plantas; 4) compuestos carbonilicos como aldehidos y cetonas;
4) compuestos carboxilicos como ésteres y 5) compuestos aromaticos.

La presente composicion de volatiles de arandano difiere de algunos reportes anteriores. Por
ejemplo, en un estudio sobre relacion insecto-planta entre dipteros y V. corymbosum, para la
extraccion de volatiles se utilizaron solo frutos maduros y la técnica de captura correspondio a la
microextraccion en fase solida (SPME) (Liburd 2004). Solo (Z)-3-hexen-1-ol fue coincidente con la
presente investigacion. Nickavar et al. (2002) reportd 26 compuestos identificados desde el aceite
esencial de las flores de V. arctostaphylos L. En ambas investigaciones se utilizO material vegetal
danado, lo que podria generar compuestos volatiles que se producen como consecuencia del dafio,
tal como reportaron Robertson et al. (1995) en un estudio realizado con flores de Rubus idaeus L.
En cambio, en el presente estudio, los compuestos identificados, correspondieron a volatiles
liberados desde plantas en terreno (tallo, frutas y hojas), reflejando una mezcla volatil natural que

podria ser percibido naturalmente por insectos, tal como A. superciliosus.

7.3 Bioensayos olfatométricos: extracto de volatiles y compuestos puros.
El presente estudio mostro que los volatiles liberados por V. corymbosum en diferentes
estados fenoldgicos, presentaron diferencias cualitativas en cuanto a compuestos quimicos en los

diferentes extractos, y que A. superciliosus es capaz de discriminar entre cada extracto (Fig. 9).
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Los resultados de los bioensayos olfatométricos mostraron que la maxima respuesta
atrayente fue elicitada cuando la planta se encontraba en el estado fenoldgico de pinta, coincidiendo
con la maxima poblacional de A. superciliosus (Fig. 10). Esto concuerda con lo reportado por
Hardee et al. (1996) y Kalinova et al. (2000), quienes mostraron que diferentes especies de
curculionidos del género Anthonomus fueron atraidos hacia volatiles provenientes de sus plantas
hospederas. Los curculionidos adultos usan esas sefiales quimicas para discriminar olfativamente,
durante la conducta de busqueda del hospedero (Kalinova et al. 2000).

La seleccion de una planta hospedera por insectos fitofagos es un proceso complejo que
involucra una serie de efectos secuenciales producto de las sustancias semioquimicas producidas
por plantas, y que inciden en la conducta del insecto. Entre estos efectos o eventos tenemos:
blsqueda, alimentacion, oviposicion, crecimiento y desarrollo en el hospedero, todo lo cual es
mediado por accion de kairomonas (Kogan 1982, Jaffe et al. 1993).

Una gran parte del sistema olfativo en insectos herbivoros, incluyendo gorgojos, se
desarrolla para la deteccion y proceso de la informacion del olor de la planta, sefialando con esto la
importancia de las sefiales olfativas en la localizacion del huésped tanto para alimentarse, como
para oviponer (Schoonhoven et al. 1998, Mustaparta 2002, Bichao et al. 2005).

Nuestros resultados no muestran diferencias significativas entre sexos en los bioensayos
olfatométricos cuando A. superciliosus fue estimulado con los extractos volatiles (resultados no
mostrados). Esto coincide con lo expuesto por Valdés-Rodriguez et al. (2004), quienes indican que
machos y hembras de otro curculionido, Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal, fueron atraidos de
igual forma hacia volatiles liberados desde las hojas de su planta hospedera (Agave fourcroydes
Lem.). Esto sugiere, que tanto hembras y machos pueden reconocer sus plantas hospederas, y por lo
tanto, su fuente de alimentacion, en forma similar a lo que ocurre con Conotrachelus nenuphar
(Herbst) (Curculionidae) y el barrenador del trébol rosado Hylastinus obscurus (Marsham)
(Scolytinae) (Prokopy et al. 1995, Quiroz et al. 2005).

La mayoria de los compuestos puros fueron inactivos en el olfatdbmetro. Solo 2-nonanona,
eucaliptol, 4-etilbenzaldehido y limoneno R y S elicitaron una respuesta atrayente significativa (P<
0,05) en A. superciliosus, en al menos una de las concentraciones probadas. Todos estos
compuestos presentan antecedentes de actividad biologica en diversos insectos. La actividad
atrayente de 2-nonanona coincide con lo reportado por Wakefield et al. (2005), quienes informaron
una alta atractividad de Ahasveres advena (Waltl) (Cucujidae) frente a este compuesto. Limoneno
ha sido reportado como atrayente de insectos (Ibrahim 2001) o como repelente (Pureswaran et al.
2004, Tapia et al. 2007). Por otra parte, limoneno ha sido mencionado como un componente de la

feromona de agregacion del curculionido Conotrachelus nenuphar (Herbst) (Leskey et al. 2001,
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Pifiero & Prokopy 2003); como kairomona y componente de la feromona de agregacién de
escolitidos, y su uso ha sido aplicado en trampas para monitorear al gorgojo Hylobius pales
Linnaeus (Rudinsky et al. 1977, Bligh et al. 1980). Por su parte, 4-etilbenzaldehido ha sido descrito
como atrayente en Sitophilus granarius (L.) (Curculionidae) en ensayos con trampas pitfall, siendo
este efecto atrayente confirmado mediante bioensayos de EAG (Collins et al. 2007).

Eucaliptol ha sido descrito como atrayente de diversas especies de insectos pertenecientes a
diferentes oOrdenes tales como, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera y Thysanoptera.
Ndiedge et al. (1996) reportd que este compuesto fue el responsable de la atraccion y subsiguiente
dano del gorgojo Cosmopolites sordidus Germar a varios cultivares de banana, aunque también ha
sido reportado como toxico a Sitophilus granarius (L.) (Kordali et al. 2006). En nuestra
investigacion solo hembras de A. superciliosus fueron atraidas al compuesto eucaliptol a la
concentracion de 1 pg/mL, mientras que en el macho no se observé conducta ni de atraccion ni de
repelencia hacia este compuesto (Fig. 12). Este comportamiento podria sugerir que este compuesto
no solo seria responsable de la atraccion de A. superciliosus hacia el arandano, si no que también, al
ser las hembras mayormente atraidas, este compuesto podria ser considerado como una “kairomona
forrajera” (foraging kairomone), implicando que la hembra ademas de buscar alimento para ella,
también busca un hospedero adecuado que proporcione alimento suficiente para la sobrevivencia de
su descendencia (Ruther et al. 2002).

La mezcla artificial de volatiles probados en los bioensayos no elicito una respuesta
conductual por parte de A. superciliosus, posiblemente debido a la ausencia de algiin componente
adicional menor, liberado durante el estado de fruta madura + inmadura, necesario para que la
secuencia de conducta culmine en la atraccion hacia el hospedero.

El hecho que 2-nonanona, eucaliptol, R-limoneno y S-limoneno actiien como atrayentes o
atractantes dependiendo de su concentracion, implica que estas sustancias pueden actuar
distintamente cuando sus concentraciones exceden ciertos umbrales (Bernays & Chapman 1994).
Nuestros resultados sugieren que las neuronas receptoras olfativas, contenidas en las sencillas de A.
superciliosus, son capaces de discriminar entre diferentes concentraciones de un mismo compuesto

quimico. Sin embargo, esto debe ser confirmado en futuros estudios electrofisiologicos.

7.4 EAG.

Los resultados de los bioensayos olfatométricos y de EAG sugieren que la conducta olfativa
de A. superciliosus es altamente influenciada por volatiles emitidos por el arandano (kairomonas).
El hecho que hembras y machos de A. superciliosus fueron atraidos por volatiles de arandano en

ensayos olfatométricos, y que adicionalmente algunos de estos compuestos produjeron una
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significativa deformacion en el potencial eléctrico (mV) en las antenas de ambos sexos de A.
superciliosus, indica que los compuestos volatiles liberados por V. corymbosum son usados por este
curculiénido como sefial para localizar su planta hospedera.

El hecho que las respuestas de EAG entre hembras y machos de este gorgojo no resultaron
significativamente diferentes, cuando se estimularon con los diferentes compuestos, sugiere que
esta especie puede usar estos volatiles como sefiales en la busqueda de alimento, pero no de sitios
de oviposicion, tal como ocurre con S. acupunctatus (Altuzar et al. 2007), difiriendo con lo
reportado por Parra et al. (2009a), quienes indican que en bioensayos olfatométricos, el eucaliptol
produjo respuestas diferenciales entre machos y hembras de A. superciliosus. Una situacion similar
ha sido propuesta para C. sordidus, ya que tanto machos como hembras son atraidos de manera
similar a olores de rizomas y pseudotallos de su hospedero (Musa sp.); sin embargo, al realizar
pruebas de EAG, no se observéd diferencias en sus respuestas antenales hacia estos volatiles
(Budenberg et al. 1993).

Si bien es cierto, en nuestra investigacion se determind que alguno de los compuestos
quimicos bioensayados produjeron una respuesta electrofisiologica en A. superciliosus, solo algunas
concentraciones fueron diferentes al control. Por ejemplo, la respuesta del curculionido a 4-
etilbenzaldehido fue a bajas (0,01 pg/mL) y altas concentraciones (10 pg/mL). En cambio en 2-
nonanona solo fue a una concentracion intermedia (0,1 pg/mL). En eucaliptol la diferencia se
observo solo a la mayor concentracion (10 pg/mL) (Fig. 13). La conducta del insecto de responder a
estos compuestos puede ser influenciada notablemente por la concentracion de estos compuestos, lo
cual no es nuevo en Ecologia Quimica, ya que este efecto ha sido reportado en otras especies de
curculionidos, tales como Anthonomus grandis Boh. y C. nenuphar (Dickens 1986, Leskey et al.
2001).

El uso de técnicas como la EAG, es util para confirmar la actividad biologica de compuestos
probados previamente en bioensayos olfatométricos, que eventualmente podrian ser utilizados como
atrayentes para A. superciliosus. El efecto atrayente de 4-ctilbenzaldehido, 2-nonanona y eucaliptol
podria ser utilizado en forma individual o en combinacion con alguna feromona, por ejemplo de
agregacion, para desarrollar un sistema de monitoreo o método de captura en masa (mass-trapping)

para A. superciliosus.
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7.5 Experimentos de campo.

A partir de los resultados generados en los ensayos de campo (Fig. 14), no es posible establecer
conclusiones definitivas acerca de la respuesta en terreno de A. superciliosus frente a estimulos
volatiles; sin embargo, varios componentes del sistema de captura deben ser optimizados antes de
establecer cualquier método de control. Entre estos se incluyen: 1) el efecto de la tasa de liberacion
del compuesto (kairomona o feromona), 2) tipo de trampa, 3) ubicacion de las trampas (altura,
posicion y densidad de trampas), 4) factores ambientales (temperatura, velocidad del viento,
precipitaciones, etc.) y 5) mezcla de compuestos.

Las diferencias de resultados obtenidos entre el experimento de campo y los ensayos de
laboratorio para limoneno, eucaliptol y 2-nonanona, podrian atribuirse a la alta dosis de compuesto
utilizado en condiciones de campo con respecto a la usada en los bioensayos olfatometricos y
electroantenograficos. Las altas dosis usadas en el campo podrian ejercer un efecto repelente o de
enmascaramiento de estos compuestos, tal como sefiala Bernays & Chapman (1994), quienes
indican que atrayentes pueden actuar como repelentes cuando sus concentraciones exceden ciertos
umbrales.

Si bien es cierto, las kairomonas y otros tipos de aleloquimicos han sido utilizados en la
captura de insectos tales como, Hypothenemus hampei Ferrari (Curculionidae) y Acalymma vittatum
(F.) (Chrysomelidae) (Brust & Foster 1995, Jackson et al. 2005), uno de los factores que mas
influyen en la eficiencia de captura, es el tipo de trampa utilizada. Indudablemente, para este
experimento, el tipo de trampa utilizada no fue la mas conveniente, ya que no produjo una captura
masiva de A. superciliosus. Posiblemente, las adaptaciones realizadas a esta trampa propuesta por
Bloem et al. 2002, en cuanto a la altura y color podrian ser factores relevantes que incidieron
negativamente en la eficiencia de la trampa.

En muchas ocasiones ocurre que compuestos quimicos, aislados e identificados desde su
hospedero, no elicitan una respuesta conductual especifica en un insecto. Por ejemplo, la kairomona
comercial para Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) es el éster de pera ((E,Z)-2,4-
decadienoato de etilo), la cual es emitida solo por el peral, en desmedro de manzanos y nogales. Sin
embargo, cuando se usa para monitorear a este tortricido en el campo, este compuesto quimico
logra mejores resultados en el nogal (Juglandaceae) que en huertos de manzano o peral (Rosaceae)
(Light et al. 2001). En este trabajo, el experimento de campo se desarrolld en un huerto de
frambueso y los componentes ensayados fueron identificados desde ardndano. A pesar de que la
frambuesa presenta una gran cantidad de compuestos volatiles similares al ardndano, segun lo

reportado por Robertson et al. (1993) y Robertson et al. (1995), puede que existan algunos
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compuestos quimicos minoritarios en la composicion quimica del ardndano que estan ausentes en la
frambuesa y que influyen directamente en la conducta de A. superciliosus en condiciones de campo.

La especificidad de los estimulos quimicos a los que responden los insectos no
necesariamente estd dada por uno o unos pocos compuestos especificos al hospedero. Puede tratarse
de una mezcla de compuestos que aislados son relativamente comunes en muchas plantas, pero que
al estar juntos constituyen una combinacion de volatiles con efecto sinérgico (Pureswaran & Borden
2005). Posiblemente, los resultados no significativos, se deban a que las mezclas de compuestos
quimicos utilizados no fueron las adecuadas, ya que se utilizaron compuestos que elicitaron solo
efecto atrayente en A. superciliosus y no se consider6 la utilizacion de mezclas que incluyeran por
ejemplo, compuestos quimicos con efecto repelente a A. superciliosus, tal como acetato de (Z)-3-
hexenilo.

El conocimiento sobre los factores que afectan la eficiencia de la trampa son esenciales para
el desarrollo de sistemas de captura, ya sea con kairomonas, feromonas o ambos (Tinzaara et al.
2005). Sin embargo, se requiere de estudios mas acabados en condiciones de campo para poder
definir el umbral de respuesta de A. superciliosus hacia limoneno, eucaliptol, 2-nonanona o la

mezcla de éstos.
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8. PROYECCIONES

El hecho que los volatiles de ardndano eliciten una respuesta atrayente en el adulto de A.
superciliosus (olfatometrias y EAG), sugiere que esos volatiles podrian ser usados como atrayentes
en un MIP. La caracteristica mas importante de las sustancias semioquimicas para el MIP, es su
especificad, ya que son muy utiles para monitorear plagas cuando estas son bioactivas. Aunque
estas sustancias semioquimicas no son biocidas, su capacidad de control es evidente por su
condicion de generar cambios en el comportamiento de los insectos tales como, agregacion,
disrupcién de la copula, o para atraerlos y disminuir su poblaciéon debido a la asociacion de
kairomonas con pesticidas quimicos (Rodriguez & Niemeyer 2005). El descubrimiento que
feromonas de agregacion y volatiles producidos por hospederos naturales median la conducta de
seleccion de hospedero en curculionidos, ha conducido al desarrollo de sistemas de monitoreo y
trampeo en masa para varias especies de gorgojos y escarabajos que atacan cortezas de arboles
(Tinzaara et al. 2002, Pifiero & Prokopy 2003).

Futuros trabajos deben ser enfocados en: 1) determinar el efecto de diferentes mezclas de
compuestos quimicos identificados en arandano, incluyendo una mezcla formada por compuestos
con efectos atrayentes y repelentes hacia A. superciliosus; 2) mejorar el disefio de la trampa de
captura y replicar en al menos dos temporadas los experimentos en terreno, para poder obtener
datos més consistentes, que sean la base para monitorear esta importante plaga bajo condiciones de
campo; 3) determinar la respuesta conductual sinérgica de A. superciliosus, entre kairomonas
(liberadas por V. corymbosum) y su feromona, ya sea sexual o de agregacion. Esta informacion
podria proporcionar un mejor entendimiento del rol de los volatiles en la mediacion de la seleccion
de hospedero y el proceso de aceptacion de A. superciliosus, y a su vez proporcionaria un

componente esencial en la eficacia del MIP para esta especie perjudicial a la fruticultura nacional.
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9. CONCLUSIONES

e Se determind la fluctuacion poblacional de A. superciliosus para la comuna de Collipulli, Region
de La Araucania, siendo esta informacion relevante para poder realizar un método de control de
plagas eficiente y econdmico, ya que permite planificar las medidas a utilizar, al conocer las épocas
de emergencia de este insecto y el nimero de generaciones en el afio, como sucedio6 en este estudio,
en donde la maxima emergencia de este curculidnido ocurrié en noviembre, periodo en el cual se

obtuvo la mayor respuesta olfatométrica de atraccion.

e Durante este estudio se logrdé determinar la conducta olfatométrica de A. superciliosus hacia
extractos volatiles emitido por V. corymbosum en diferentes estados fenologicos, en donde el

insecto mostrd preferencia por el estado de cuaja de frutos y pinta.

e En estos estados, los principales compuestos quimicos identificados correspondieron a terpenos,
alcanos, compuestos carbonilicos, compuestos carboxilicos y volatiles de hojas verdes (GLV). El
principal compuesto identificado en el estado de cuaja de frutos correspondi6 a eucaliptol, mientras

que (Z)-3-hexen-1-ol lo fue para el estado de pinta.

e Los compuestos quimicos tales como, eucaliptol, 2-nonanona, limoneno y 4-etilbenzaldehido
produjeron una respuesta conductual de atraccion sobre A. superciliosus, a diferentes dosis, en
bioensayos olfatométricos. Mientras que el acetato de (Z)-3-hexenilo provoco un efecto repelente
sobre este curculionido. A su vez, la mezcla artificial de los volatiles no produjo ningtn efecto en el
insecto. Solo hembras de A. superciliosus fueron atraidas al compuesto eucaliptol a la concentracion
de 1 pg/mL, mientras que en el macho no se observé conducta de atraccidon o de repelencia hacia
este compuesto. Este comportamiento sugiere que eucaliptol podria ser considerado como una
kairomona forrajera, sugiriendo que la hembra ademas de buscar alimento para ella, también
buscaria un hospedero adecuado que proporcione alimento suficiente para la sobrevivencia de su

descendencia.
e El efecto de los extractos volatiles del arandano y compuestos quimicos individuales sobre A.

superciliosus no han sido investigados previamente, por lo que los resultados obtenidos en el

desarrollo de esta tesis constituyen el primer reporte al respecto.
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e Los estudios de respuesta electroantenografica de A. superciliosus frente a diferentes compuestos
identificados en el perfil de volatiles del arandano, permitieron confirmar la actividad biologica de
éstos. Se registrod la respuesta electrofisiologica para los compuestos eucaliptol, 2-nonanona y 4-
etilbenzaldehido, confirmando que este insecto cuenta con receptores olfativos para estos

compuestos.

e El estudio sobre la actividad bioldgica de los compuestos atrayentes en condiciones de campo, no
dio una respuesta positiva como las obtenidas en condiciones de laboratorio. Sin embargo, el
conocimiento generado a partir de ésta primera evaluacion en terreno permite vislumbrar nuevas

estrategias para afrontar los ensayos en las temporadas venideras.

e La importancia de los resultados radica en que se determin6 un grupo de compuestos quimicos
con actividad bioldgica de atraccion sobre A. superciliosus, factibles de ser usados a futuro para
controlar etoldgicamente a este curculionido. Sin embargo, su efectividad en terreno debe ser

evaluada al menos en dos temporadas.

e Al evaluar diferentes extractos y compuestos quimicos, presentes en el perfil de volatiles de V.
corymbosum, se pudo comprobar que resultaron ser efectivos en producir un efecto atrayente sobre
A. superciliosus, por lo tanto, se acepta la hipdtesis planteada: “La aceptacion de Vaccinium
corymbosum (arandano) como hospedero por Aegorhinus superciliosus estd mediada por
compuestos del tipo kairomona y esta interaccion es dependiente del estado fenologico de la

planta”.
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PLANT-INSECT INTERACTIONS

Volatiles Released From Vaccinium corymbosum Were Attractive to
Aegorhinus superciliosus (Coleoptera: Curculionidae) in an
Olfactometric Bioassay

LEONARDO PARRA,2 ANA MUTIS, RICARDO CEBALLOS,> MARCELO LIZAMA 2
FERNANDO PARDO,* FERNANDO PERICH,* axp ANDRES QUIROZ2*?

Laboratorio de Ecologia Quimica, Departamento de Ciencias Quimicas, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile

Environ. Entomol. 38(3): 781-789 (2009)

ABSTRACT The objective of this study was to evaluate the role of host volatiles in the relationship
between ablueberry plant Vaccinium corymbosum L. and the raspberry weevil Aegorhinus superciliosus
(Guérin) (Coleoptera: Curculionidae), the principal pest of blueberry in the south of Chile. Volatiles
from the aerial part of different phenological stages of the host were collected on Porapak Q and
analyzed by coupled gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Several chemical groups
were identified including green leaf volatiles, aromatic compounds, and terpenes. The olfactometric
responses of A. superciliosus toward different odor sources were studied in a four-arm olfactometer.
Blueberry shoots at the phenological stages of fruit set, and blue-pink fruit color elicited the greatest
behavioral responses from weevils. Five compounds (2-nonanone, eucalyptol, R- and S-limonene, and
4-ethyl benzaldehyde) elicited an attractant behavioral response from A. superciliosus. The results
suggest the host location behavior of A. superciliosus could be mediated by volatiles derived from V.
corymbosum. This work has identified a number of compounds with which it is possible to develop

a lure for the principal pest of blueberry in southern Chile.

KEY WORDS weevil, olfactometric behavior, ethologic control, integrated pest management

Volatile blends released from plants may contain hun-
dreds of different components. Some of them are char-
acteristic for a plant family, but many compounds can
be found in the blend that occur in many different and
unrelated plants (Knudsen et al. 1993). The emission
and composition of the volatile compounds emitted
are dependent on internal factors of the plant, such as
the phenological stage, as well as external factors in-
cluding light, temperature, and humidity. There is also
variation in chemistry between and even within the
tissues of individual plants (Gouinguene and Turlings
2002, Dudareva et al. 2004), yet insects are able to use
this information source to locate suitable host plants in
the environment.

Plant volatiles play a major role in the behavioral
responses that determine the performance, survival,
and development of insects (Vet and Dicke 1992).
Chemicals involved in conveying information in intra-
and interspecific interactions between organisms are
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known as semiochemicals (Howse et al. 1998). Her-
bivorous insects are known to use plant volatiles (kai-
romones) to locate host plants (Visser 1986), and the
efficiency of attraction depends on the odor quality
and/or the amount released (Tinzaara et al. 2002).
Perception of these kairomones may provide relevant
information to insects about the feeding suitability of
the host or their potential as an oviposition site (Byers
et al. 1989, Meiners and Hilker 2000, Hilker and Mein-
ers 2002).

Information regarding the role of semiochemicals in
interspecific interactions between the raspberry wee-
vil Aegorhinus superciliosus Guérin (Coleoptera: Cur-
culionidae), a native species from Chile and a serious
pestin some fruit crops (Kuschel 1951, Aguilera 1995),
have not been described yet. Although A. superciliosus
is polyphagous, it prefers plant species belonging to
the families Ericaceae and Rosaceae (Kuschel 1951,
Gonzilez 1989, Prado 1991). Larvae of the weevil
cause severe damage to the roots of crops such as
blueberry (Vaccinium corymbosum L.) and other ber-
ries (Rubus idaeus L., Ribes nigrum L., Fragaria anan-
assa Duch and Rubus constrictus Muell. et Lef.), being
able to kill plants by consuming the below-ground
vegetative parts (Kuschel 1951; Elgueta 1993; Aguilera
1988, 1995; Cisternas et al. 2000). Adult weevils are also
active consumers of young leaves and blueberry fruits

0046-225X/09/0781-0789$04.00/0 © 2009 Entomological Society of America



Volumen 27, N° 1, Paginas 57-65
IDESIA (Chile) Enero - Abril 2009

ESTADO DEL CONOCIMIENTO SOBRE EL CABRITO
DEL FRAMBUESO (CF), AEGORHINUS SUPERCILIOSUS
(GUERIN) (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)

KNOWLEDGE OF THE “CABRITO DEL FRAMBUESO” WEEVIL (CF)
AEGORHINUS SUPERCILIOSUS (GUERIN) (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE)

Leonardo Parra B.'; Ana Mutis T.'; Alfonso Aguilera P?;
Ramén Rebolledo R.2; Andrés Quiroz C.3

RESUMEN

El cabrito del frambueso, Aegorhinus superciliosus, es una plaga importante en la zona centro sur de Chile. Afecta principalmente
al complejo de frutales menores denominados berries, tales como zarzaparrilla, frutilla, grosellero, frambuesa y ardndano. El estado
larval se alimenta a nivel de cuello y raices, construyendo galerias superficiales, pudiendo provocar la muerte de la planta atacada.
Los adultos ocasionan dafios a brotes y frutos. Pese a la importancia que representa este insecto desde el punto de vista productivo
y econdmico, existe escasa informacion referente a su biologfa. Por lo tanto, el objetivo de esta revisién es entregar antecedentes
sobre el conocimiento de la biologia y control de A. superciliosus.

Palabras clave: Aegorhinus superciliosus, Curculionidae, hospedero, ontogenia, etologia, control.

ABSTRACT

The weevil Aegorhinus superciliosus is a serious pest in the south of Chile, affecting mainly the complex denominated berries, such
as currant, strawberry, gooseberry, raspberry and blueberry. The larvae feeds on neck and roots, building superficial galleries,
causing the death of the plant. In spite of the economic importance of this insect, there is not to much information referring to its
biology and control. Therefore, the objective of this review is to give antecedent on the knowledge and its advance on biology and
control of A. superciliosus.

Key words: Aegorhinus superciliosus, Curculionidae, host, ontogeny, ethology, control.

INTRODUCCION

La fruticultura en Chile ha experimentado un
fuerte desarrollo desde las tltimas décadas del siglo
pasado. Esto se ha expresado tanto en un incremento
en el drea cultivada (ODEPA, 2005) como en la
diversidad de las dreas geograficas en las cuales
estos cultivos se estdn realizando. Esta situacién ha
permitido que numerosas especies de insectos, tanto
nativas como introducidas, hayan colonizado estos
frutales, transformandose algunas de ellas en plagas
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econdmicamente importantes para la agricultura del
sur de Chile (Carrillo, 1993).

Chile se ha convertido en el mayor exporta-
dor de fruta de Sudamérica hacia los paises del
hemisferio norte, debido a que su condicién cli-
mdtica permite el buen crecimiento de la fruta y
al hecho de que la cosecha se lleve a cabo en una
estacion del afio opuesta al hemisferio norte y por
lo tanto no se encuentra con fruta fresca propia
en los mercados invernales de EE.UU. y Europa
(Mufioz et al., 1989).
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Laboratorio de Entomologia, Universidad de La Frontera. Temuco, Chile.
Departamento de Ciencias Quimicas, Universidad de La Frontera. Temuco, Chile. E-mail: aquiroz@ufro.cl



BEHAVIOR

Evidence of Contact Pheromone Use in Mating Behavior of the
Raspberry Weevil (Coleoptera: Curculionidae)

ANA MUTIS, "> LEONARDO PARRA,"“> RUBEN PALMA,"> FERNANDO PARDO?
FERNANDO PERICH,? axp ANDRES QUIROZ>*

Environ. Entomol. 38(1): 192-197 (2009)

ABSTRACT Numerous studies of insect species have shown that a subset of female cuticular
hydrocarbons is used as short-range or contact pheromones. Here, we studied the possible use of
contact pheromones in the mating behavior of the weevil Aegorhinus superciliosus, a native species
of Chile. Males mounted females only after antennal contact with the female’s cuticle, and only 33%
of the males attempted to mate with dead females washed with solvent. When a glass rod (dummy)
was coated with female cuticular extracts, males exhibited behaviors similar to those observed with
females. A preliminary gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of cuticular extracts
indicated that males and females share a series of aliphatic hydrocarbons but that the relative
abundance of some of these compounds differ between the sexes. These results suggest that cuticular
lipids mediate mating behavior of the raspberry weevil and provide the first evidence of contact

pheromones in curculionids.

KEY WORDS  Aegorhinus superciliosus, raspberry weevil, mating behavior, contact pheromone

The raspberry weevil, Aegorhinus superciliosus
(Guerin) (Coleoptera: Curculionidae), is native to
southern Chile and is also found in the Neuquen dis-
trict of Argentina (Kuschel 1951). In Chile, the species
is a pest of blueberries, raspberries, and similar berry
crops (Aguilera and Rebolledo 2001). Although adults
cause some damage by chewing leaves and shoots,
serious damage is caused by the root-feeding larvae,
which can kill plants (Guerrero and Aguilera 1989,
Cisternas et al. 2000, France et al. 2000). Chemical and
biological treatments have been used to control this
pest. Application of azinphosmethyl or diazinon in-
secticides to the foliage before and after flowering
reduces adult weevil populations. However, sprays are
not effective at controlling the root-boring larvae, and
long-lasting residual pesticides are not used because of
concerns of toxicity to pollinators (Guerrero and Agu-
ilera 1989, Aguilera 1995, France et al. 2000). In ad-
dition, both fungi and entomopathogenic nematodes
have been tested as biological control agents of weevil
populations (Gerding 1999, France et al. 2000), but
results have been unreliable because of the variability
of abiotic conditions and soil types (Molina 1997).

I Doctorado en Ciencias de Recursos Naturales, Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile.

2 Laboratorio de Ecologia Quimica, Departamento de Ciencias
Quimicas, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

3 Departamento de Ciencias Quimicas, Universidad de La Frontera,
Temuco, Chile.

4 Corresponding author: Laboratorio de Ecologia Quimica, Depar-
tamento de Ciencias Quimicas, Universidad de La Frontera, Av. Fran-
cisco Salazar 01145, Temuco, Chile (e-mail: aquiroz@ufro.cl).

Manipulation of populations with semiochemicals is
another possible method for pest management. In par-
ticular, interruption of sexual communication with
synthetic pheromones is well known as an environ-
mentally benign method of pest control that allows for
species-specific control and concomitant reduction in
the use of pesticides (Rodriguez and Niemeyer 2005).
Volatile sex attractant pheromones are detected by
olfactory receptors, whereas contact pheromones are
perceived as contact or gustatory stimuli (Nojima et al.
2007). Both attractant and contact pheromones may
be important for mating success and, in some species,
the two types of pheromones are used sequentially
(Nojima et al. 2005). To date, there have been no
studies concerning the mating behavior of A. super-
ciliosus or the possible semiochemicals that are in-
volved, although long-range pheromones are known
to be important to the mating of other curculionids
(Stevens 1998, Mithran and Subbaraman 1999). In
addition, studies with other beetle species have pro-
vided evidence that short-range pheromones play an
important role in reproduction (Ginzel and Hanks
2003, Ginzel et al. 2003, Allison et al. 2004). Here, we
report evidence of a female contact pheromone and
associated male behavior for A. superciliosus.

Materials and Methods

Insects. Adults of both sexes of A. superciliosus were
collected from a raspberry planting in Vilcun, Arau-
canfa, Chile, and placed in individual petri dishes dur-
ing the summer of 2007. Weevils used in mating trials
and bioassays remained isolated for at least 24 h. An
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